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SUMMARY 

Factors affecting oxidative phosphorylation : redox condition of electron carriers and pH 

I. The effect was studied of the pH and of the redox condition of the electron 
carriers in the DPN. . .  02 chain, on the partial reactions in oxidative phosphorylation 
that are catalysed by submitochondrial particles. 

2. The rate of oxidation of fl-hydroxybutyrate, the efficiency of the phosphoryla- 
tion connected with it, and the rate of the ATP-P1 exchange are characterized by 
two pH optima, at 6.5 and 7.3. ATPase activity is characterized by three pH optima, 
at 6.5, 7.3 and 8.5. 

3. Partial, nearly complete and complete reduction states of the D P N . . .  Oo 
respiratory chain or parts thereof were obtained by means of the inhibitors amytal, 
antimycin A, cyanide, or by means of total anaerobiosis. 

4. At pH 6.5, nearly complete or complete reduction of the electron carriers 
situated between DPN and cytochrome b or between DPN and cytochrome a 3 
increases ATPase activity and reduces the rate of the ATP-Pt  exchange, whereas 
at pH 7.3 both the ATPase activity and the rate of ATP-PI exchange are diminished. 

5. At pH 7.3, a semi-reduced condition of the electron carriers located between 
DPN and cytochrome b stimulates both the ATPase activity and the ATP-PI ex- 
change. 

6. The results obtained suggest that  there are two possible mechanisms of oxi- 
dative phosphorylation as regards the transfer of electrons from DPNH to cyto- 
chrome b. These mechanisms are discussed in the light of the experimental results. 

INTRODUCTION 

L'oxydation d'une mol6cule de DPNH par des mitochondries s'accompagne de la 
phosphorylation de 3 mol6cules d 'ADP 1, 3, chaque phosphorylation 6tant probable- 
ment associ6e ~ un transfert d'61ectrons entre les transporteurs: DPN et flavoprot6ine, 

Abbreviations: DPNH et DPN+: diphosphopyridine nucl@otide r6duit et oxyd@; ATP et 
ADP: ad6nosine di- et tr iphosphate;  PI: orthophosphate; Tris: tris(hydroxym@thyl)amine- 
re@thane; EDTA: @thyl@ne-diaminet6trac6tate de sodium; amytal:  6thyl-5-isoamyl-5-barbi 
turate, DNP : 2,4-dinitroph@nol. 
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flavoprot6ine et cy tochrome c, cytochrome c et oxyg~ne 3-7. Les diff6rents sch6mas 
propos6s actuellement pour expliquer le m6canisme de la phosphorylat ion oxyda-  
tivee, s -~  peuvent  ~tre class6s en 3 cat6gories: 

Sch6ma I : 

Sch6ma  I I  : 

S c h 6 m a  I I I  : 

:~: 2e 
T + P I <  >T ~ Pl (i)  

T ~ Pi  + A D P  < >T + A T P  (2) 

-~ 2e 
T + I < >T ~ I (3) 

T ~ I + Pl< >T + P ~ I (4) 
P ~ I + ADP< > I + &TP (5) 

Q- 2e 
T + I ~ , T ~ I (3) 

T ~ I + X<- >T + X ~ I (6) 

X ~ I + Pt + A D P < - - - -  >I  + X + A T P  (7) 

Off T repr6sente un t ranspor teur  d'61ectrons, X un interm6diaire hypoth6tique,  
I un inhibiteur qui serait pr6sent dans les mitochondries et dont  la combinaison avec 
T e s t  d6plac6e par  Pt ou par  X. On admet  que les liaisons entre T et Pl, T et I, Pt et I 
ou encore entre X et I sont  de m6me niveau 6nerg6tique que la liaison pyrophosphate  
terminale de I 'ATP. Les r6actions de transfert  (I) et (3) pr6sentent chacune deux 
alternatives aboutissant  k un d~riv6 "riche en 6nergie" dans lequel T e s t  soit oxyd6 
soit r6duit. Ainsi la r6action (i) s '6crira: 

T1 red + T2 ox + Pl < > T1 ox ~ Pi  + T2 red (Ia) 

ou bien 
T1 red + T2 ox + Pi < >T1 ox + Ta red ~ Pi (Ib) 

Quel que soit le sch6ma invoqu6, il est difficile de pr6ciser si T e s t  sous un 6tat  oxyd6 
(alternative a) ou r6duit (alternative b) clans les d6riv6s T ~ Pi et T ~ I, les r6sultats 
publi6s jusqu 'k  pr6sent 12-15 aboutissant  tt des conclusions diff6rentes. 

On peut  tenter  de r6soudre le probl~me de la formation des d6riv6s "riches en 
6nergie" et celui du choix entre les sch6mas I, I I  et I I I  par l '6tude de deux processus 
bien individualis6s qui font pat t ie  de la phosphoryla t ion oxydat ive:  l 'hydrolyse de 
I 'ATP et l '6change A T P - P i  en l 'absence de tou t  substrat  exog6ne oxydable. Les 
processus d 'hydrolyse  et d '6change sont, ell effet, impliqu6s darts les sch6mas I, 
I I  et I I I  k des niveaux diff6rents: au niveau des r6actions (I) et (2) darts le sch6ma I, 
des r6actions (4) et (5) dans le sch6ma I I ,  de la r6action (7) darts le sch6ma I I I ;  ils 
d6pendent clans le sch6ma I d ' un  transfert  d'61ectrons entre 2 transporteurs T 1 et 
T 2 et par  cons6quent de l '6 tat  d 'oxydo-r6duct ion des deux transporteurs T 1 et T2; 
selon le sch6ma I I ,  ils ne sont li6s qu'~ l '6 tat  d '0xydo-r6duct ion d ' un  seul t ransporteur ;  
enfin selon le sch6ma I I I  ils s 'accomplissent sans qu ' aucun  t ranspor teur  n"intervienne 
et ind6pendamment  de tou t  changement  d '6 ta t  d 'oxydo-r6duction.  

Dans  le cas g6n6ral du sch6ma I, les vitesses d '6change A T P - P i  et d 'hydrolyse 
de I 'ATP d6pendent  ~ la fois de la proport ion des formes oxyd~e et r6duite des deux 
transporteurs  T 1 et T2 et de la constante d'6quilibre K de la r6acti0n globale: 

T1 r e d  -~- T2 ox + Pi + A D P  <. ~T1 ox + T2 red + A T P  
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Par  exemple, si K est voisin de I, ces vitesses sgnt maxima lorsque les proportions 
des formes oxyd6e et r6duite de T 1 et T,. sont du m~me ordre de grandeur*. De routes 
faqons, dans le sch6ma I, une oxydation complete ou une r6duction complete de 
T1 et de T,~ dolt entralner un ralentissement des processus d'6change et d'hydrolyse. 
Dans le cas du sch6ma II ,  suivant que T dans T ,-, I e s t  sous un 6tat r6duit, oxyd6 
ou de type "semi-quinonique", les vitesses d'6change et d'hydrolyse sont maxima 
pour un ~tat compl~tement r~duit, compl~tement oxyd6 ou semi-r~duit de la portion 
de chaine oil T se trouve localis6. 

Dans ce m6moire, les variations de ]a vitesse d'6change ATP-PI  et de la vitesse 
d'hydrolyse de I 'ATP sont 6tudi~es k diff6rents pH en fonction de l '6tat  d 'oxydo- 
r6duction des transporteurs de la cha~.ne respiratoire D P N . . .  02. Les exp6riences 
ont 6t6 r6alis6es avec des particules sub-mitochondriales pr6par6es ~ part ir  de foie 
de rat. Les r6sultats obtenus conduisent k admettre  que le schema I ou l 'alternative 
"semi-quinonique" du sch6ma I I  repr6sentent des m6canismes possibles de phos- 
phorylation oxydative pour un transfert d'61ectrons du D P N H  au cytochrome b. 

MAT~,RIEL ET M1~THODES 

Preparation de fragments de membranes de mitochondries 

Les fragments de mitochondries sont pr6par6s par un proc6d6 voisin de celui 
d6crit par OEVLIN ET LEHNINGER 16. Les mitochondries de foie de rat  (rats Wistar 
adu]tes de 15o k 200 g) sont d 'abord isol6es suivant la m6thode de SCHNEIDER ET 
HOGEBOOM 17 et lav6es deux lois avec une solution de saccharose 0.25 M. On homo- 
g6n6ise alors le s6diment mitochondrial dans une solution refroidie de digitonine 
purifi6e ~ 1 %  (5 ml de solution de digitonine pour un role). Apr~s 30 min de contact 

2 °, la suspension est centrifug6e k 35.000 × g pendant 15 min (Ultracentrifugeuse 
Spinco, Rotor 40.2). Le s6diment constitu6 par des mitochondries non lys6es et par 
de gros d6bris mitochondriaux est 61imin6; le surnageant est centrifug~ ~ IIO,OOO × g 
pendant 30 min. Les fragments ainsi isol6s sont remis en suspension dans de l 'eau 
distill6e et utilis6s imm6diatement pour les exp6riences. Toutes les op6rations sont 
conduites k une temp6rature voisine de 2 °. Le rendement ell particules sub-mito- 
chondriales obtenues k part ir  de mitochondries enti~res a 6t6 calcul6 d'apr~s les 
teneurs en azote; il varie entre IO et 15 %. 

Produits chimiques et leur purification 

Les produits chimiques utilis6s sont des produits commerciaux: ATP et ADP 
(Sigma Chemical Company), Antimycine A (Wisconsin Alumni Research Foundation). 
La digitonine (Hoffmann La Roche) est pufifi6e de la fa~on suivante: 5 g sont dissous 
dans 24 ml de soude N auxquels on ajoute 16 ml d 'EDTA o.I M. Afin de pr6ciplter 
]a digitonine on ajoute trois volumes d'ac6tone refroidie k o °. I1 se forme un gel 
blanchAtre qu'il est ais6 de recueillir sur les parois d 'un agitateur. On dissout le gel 
dans 5 ml d 'eau et on le pr6cipite k nouveau par de l'ac6tone. On effectue une troisi~me 
lois la m~me op6ration et orL lave finalement le gel par de l 'ac6tone pure. Apr~s dessi- 
cation sous vide, on obtient la digitonine sous forme d'une poudre soluble dans l'eau. 
Le pH de la solution aqueuse est ajust6 k 7 par addition d'acide chlorhydrique N. 

* Un cas  p a r t i c u l i e r  du s chema  I e s t  celui  off T dans  T ,,~ Pt  es t  de t y p e  " semi -c iu inon ique" .  
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Les m6ta- et pyrophosphates qui accompagnent souvent k l'6tat de traces 
l 'orthophosphate radioactif 3~p sont 61imin6s par hydrolyse acide suivant la m6thode 
d e  NIELSEN ET LEHNINGER 3. 

L'amytal  (Laboratoires Roussel) a 6t6 recristallis6 deux lois dans de l'6thanol 
en p%sence d'EDTA. 

Mesure de l'~change A T P - P t  

L'incubation se fait dans de microfioles k fond plat agit~es clans un thermostat 
k 25 °. Chaque fiole contient: ATP o.oo75 M, orthophosphate o.oooi M k 0.o 5 M 
marqu6 par 32p, I ~ 2.1o 6 coups/rain, EDTA o.0025 M e t  IOO/A de la suspension de 
fragments sub-mitochondriaux (50 ~ 15o t~g d'azote). Le volume final est de 400/~1. 
L'orthophosphate sert de tampon entre pH 6.5 et pH 8.5, I'ATP entre pH 5.5 et 7-5- 
En dehors de ces zones le pH de I'ATP et celui de l 'orthophosphate sont ajust6s 
approximativement et maintenus ~ la valeur d6si%e par l 'addition de tampons 
appropri6s: tampon ac6tate-acide ac6tique pour les pH inf6rieurs k 5-5, tampon 
Tris-HC1 pour les pH sup6rieurs ~ 7.0 (dans les deux cas concentration finale o.o15 M). 
Aucun substrat oxydable exog~ne n'est ajout6 au milieu d'incubation. 

La vitesse de l'6change 6tant constante pendant les 30 premieres minutes 
d'incubation dans nos conditions exp6rimentales (Tableau II), la dur6e de l'incubation 
se limite, ell g6n6ral, ~ 15 rain. Les %actions enzymatiques sont stopp6es par addition 
de ioo ~1 d'acide trichlorac6tique k 30 % et les prot~ines 61imin6es par centrifugation. 
L'oithophosphate et I'ATP contenus dans une partie aliquote du surnageant (40 
80/~1) sont s6par6s par chromatographie sur papier Whatmai1 No i avec une phase 
6ther isopropylique-acide formique is. Apr~s r6v61ation, les zones correspondant 
aux taches d'orthophosphate et de phosphates organiques SOllt d6coup6es et min6- 
ralis6es dans 500/A du m61ange: 2 parties d'acide perchlorique k 60 °/o et 3 parties 
d'acide sulfurique concent% pur. L'acide phosphorique est extrait de la totalit6 de 
l'6chantillon min6ra|is6 par de l'isobutanol et dos6 colorim6triquemenO 9,2°. Une partie 
atiquote de l 'extrait isobutanolique est d6pos6e sur une conpelle et la radioactivit6 
mesur6e apr~s 6vaporation. Dans quelques exp6riences on a mesur6 directement la 
radioactivit6 des taches. 

La vitesse de l'~change ATP-~P  est calcul~e d'apr~s la formule de STEWART 21 
lorsque la concentration en orthophosphate varie peu durant l'incubation: cette 
condition est remplie lorsque la concentration en orthophosphate initialement 
pr6sente est relativement importante (~gale ou sup6rieure ~ o.oi M). Dans le cas 
contraire l 'ordre de grandeur de l'6change ATP-Pt  est 6valu~ d'apr~s le rapport: 

radioactivit6 sp6cifique de Py de I'ATP 

radioactivit6 sp~cifique de l 'orthophosphate 

Mesure de l'A TPase 

Le milieu d'incubation type (volume final 400 ~1) contient: ATP 0.0075 M, 
EDTA 0.0025 M e t  IOO/~1 de la suspension de fragments de mitochondries (5 ° 
15o/~g d'azote). Les tampons sont employ6s clans les m~mes conditions que pr6c~dem- 
ment. Le phosphate lib6r6 par hydrolyse de I'ATP est dos~ apr&s s6paration chromato- 
graphique sur papier. Dans nos conditions exp6rimentales la vitesse d'hydrolyse 
est constante pendant les 3o premieres minutes d'incubation (Tableau I). 
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Mesure de la phosphorylation oxydative 

A moins que des conditions sp6ciales ne soient pr6cis6es, le milieu d'incubation 
type (volume final 400/~1) est le suivant : f l-hydroxybutyrate o.oi M, EDTA 0.0025 M, 
orthophosphate 0.025 M marqu6 par 3~p, I .  IO e coups/min, ADP 0.0073 M. Les solu- 
tions tampons k diff6rents pH sont utilis6es comme dans la r6action d'6change. La 
vitesse d 'oxydation du f i-hydroxybutyrate est estim6e 6gale ~ la vitesse de formation 
de l 'ac6toac~tate 1, 32. L'ac~toac6tate form~ est dos~ suivant la m6thode de WALKER 23. 
Les phosphates sont s6par6s par chromatographie sur papier 18 et la quantit6 d 'ATP 
synth6tis6 est calcu]6e d'apr~s ]a radioactivit6 de la tache correspondant aux phos- 
phates organiques et la radioactivit6 sp6cifique de l 'orthophosphate. 

A utr es d~terminations 

La radioactivit6 sp6cifique du dernier phosphate (P7) de I 'ATP et celle de l 'avant-  
dernier phosphate (Pfi) sont mesur~es apr~s hydrolyse de I 'ATP k o ° par de l 'apyrase 
selon la m6thode de WHITTAM et al. 24. 

Les nucl6otides pyridiniques (DPN + et DPNH) pr6sents dans les fragments 
sub-mitochondriaux sont extraits respectivement en milieu acide et en milieu alcalin 
selon GLOCK ET MCLEAN 25 et dos6s au spectrophotom~tre Beckman DU k 34 ° m/,, 
en presence d'alcool d6shydrog~nase, d'6thanol ou d'ac6tald6hyde ~s. 

L'azote des pr6parations enzymatiques est dos6 apr~s min6ralisation et entratne- 
ment  de l 'ammoniaque dans un appareil de PARNAS ET WAGNER. Cependant, dans 
plusieurs exp6riences la quantit6 de prot6ines a 6t6 6valu6e par la m6thode du biuret 27 
et la valeur trouv6e rapport6e k son 6quivalent en azote. 

Emploi des inhibiteurs respiratoires dans l'~tude de la r~action d'~change A TP-PI ,  de 
l'hydrolyse de l'A T P  et de la phosphorylation oxydative 

On sait que l'amyta128, 29 et l 'antimycine A 3° inhibent ]es transferts d'61ectrons 
respectivement entre DPN et flavoprot6ine et au niveau du cytochrome b*. L 'amyta l  
et l 'antimycine A sont dissous dans de l '6thanol k 7 ° %; 4 ~l de cette solution alcooli- 
qu e sont ajout~s au  milieu d'incubation (400/zl). Dans les exp6riences off la concen- 
trat ion finale en amytal  d6passe io -3 M, ]e propyl~ne glycol sert de solvant ~ l 'amytal  
et l 'on ajoute IO t~l de la solution au milieu d'incubation. (I! est ~ noter que le propyl~ne 
glycol entralne par lui-m~me une inhibition partielle - -  20 ~ 30 % - -  de la r6action 
d'6change et de ]a vitesse d 'oxydation du ~-hydroxybutyrate).  

Le cyanure est utilis6, le plus souvent, en pr6sence de f l-hydroxybutyrate afin 
d'assurer une r6duction plus complete de la partie de chaine D P N . . .  cytochrome 
as ~4. La suspension de fragments submitochondriaux est d 'abord mise en pr6incuba- 
tion pendant 2 m i n ~  25 ° avec du cyanure 8-1o -3 M e t  du ~-hydroxybutyrate  
8. IO -~ M, puis des portions aliquotes de IOO/~1 sont pr61ev6es et ajout6es au milieu 
d'incubation type pour la mesure de l'6change ATP-PI  (volume final 400/zl). 

Les conditions d'ana6robiose complete sont r6alis6es dans de microfio]es de 
WARBURG: un bAtonnet de phosphore blanc est introduit dans le godet central et 
]'on fait passer pendant 3 min un courant d'azote. 

L'effet du cyanure et de l 'antimycine A sur l '6tat  d'oxydo-r~duction des transpor- 
teurs d'61ectrons dans les fragments sub-mitochondriaux a 6t6 d6termin6 en presence 

* Si l 'on  se r~f~re au sch6ma de la  cha~ne resp i ra to i re  D P N . . .  O~ donn6 p~,r CHANC~ ET 
WILLIAMS 6. 
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et en absence de fl-hydroxybutyrate, dans des conditions analogues k celles utilis~es 
pour ]a mesure de l'6change ATP-Pt. 

RESULTATS 

Caract~ristiques des fragments de membranes de mitochondries en rdation avec les 
r~actions de la phosphorylation oxydative 

L'hydrolyse de I'ATP et l'6change ATP-Pt  catalys6s par des particules sub- 
mitochondriales sont particuli~rement sensibles k I'EDTA. L'action de I 'EDTA sur 
l'ATPase a 6t6 6valu6e en pr6sence et en absence de 2,4-dinitroph6nol (Tableau I). 

T A B L E A U  I 

EFFET DE L 'EDTA SUR L'ATPASE EN PRI~SENCE ET EN ABSENCE DE D N P  

Conditions:  ATP o.oo75 M p H  7.o, 6ventuel lement  D N P  i- io  "4 M e t  E D T A  ~ la concentra t ion  
indiqu6e, f ragments  sub-mi tochondr iaux  i o o / , g  N a p p a r t e n a n t  ~. la pr6para t ion  I ou I I .  Volume 

final 4oo #1; t empera tu re ,  25 °. 

Prlparation Temps Pi lib~rd d ' imubat ion E D T A Act ivit~ A T Pase ( avec D N P) 
enzyraatique (n,in) × 1o -4 M Avec D N P  Sans D N P  ActivitlATPase(sans DNP)  

,omoles #moles 

I* 

I I** 

15 o i .oo 0.29 3.4 
15 o.25 1.o 5 o.25 4.2 
15 7.5 1.13 o.23 4.9 
3 ° 7.5 2.14 o.43 5 .o 
15 o 0.53 0.32 1.7 
15 0.25 0.45 0.23 2.o 
I5 2.5 o.4o o.15 2.7 
15 7.5 0.39 o.14 2.8 
3 ° 7.5 0.75 0-30 2.5 

* Pr6para t ion de f ragments  sub-mi tochondr iaux  I : la digitonine qui a servi ~. la lyse des mito-  
chondries  a 6t6 trait6e pr6alablement  par  de I ' E D T A  suivant  la m6thode indiqu6e dans  MAT]~RIEL 
~T Mt~THODES. 

** Pr6para t ion de f ragments  sub-mi tochondr iaux  I I  : la digitonine a ~t6 utilis6e sans  purification 
pr~alable. 

Puisque la stimulation de l 'hydrolyse de I'ATP par le 2,4-dinitroph6nol est un 
ph6nom~ne caract6ristique de la phosphorylation oxydative, le rapport 

Activit6 de l'ATPase en pr6sence de 2,4-dinitroph6nol 
R = peut ~tre consid6r6 com- 

Activit6 de l'ATPase en absence de 2,4-dinitrophenol 

me un indice de l'activit6 du syst~me plurienzymatique impliqu6 dans la phosphoryla- 
tion oxydative. R a 6t6 d6termin6 pour deux types de pr6paration de fragments 
sub-mitochondriaux (Tableau I). Les fragments de la pr6paration I proviennent de 
mitochondries lys6es par de la digitonine qui avait 6t6 pr6alablement trait6e par de 
rEDTA;  en ce qui conceme la pr6paration II, la digitonine utilis~e n 'avait  pas 6t6 
trait6e par I'EDTA. Le rapport R obtenu avec la pr6paration I e s t  environ deux fois 
plus grand que celui obtenu avec la preparation II. En outre, dans le cas des deux 
pr6parations, l'addition d 'EDTA au milieu d'incubation accrott sensiblement la 
valeur de R. La vitesse de l'6change ATP-Pi  et le rendement de la phosphorylation 
associ6e k l 'oxydation du fl-hydroxybutyrate (Tableau II) sont 6galement augment6s 
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par I 'EDTA. Par cons6quent, I 'EDTA protege ou maintient le syst~me enzymatique 
de phosphorylation dans les particules sub-mitochondriales. 

TABLEAU II 
EFFET DE L ' E D T A  sUR L'~CHANGE A T P - S ~ P  ET SUR LA PHO$PHORYLATION D ' A D P  

ASSOCI~E ~k L'OXYDATION DU ~-HYDROX'YBUTYRATE 

Conditions : Echange ATP-Pt : ATP o.oo75 M, pH 6. 5, tampon phosphate marqu6 par 82p o.o16 M, 
pH 6. 5. Phosphorylation oxydative: ADP o.0075 M, pH 6.5, tampon phosphate marqu6 par 
8zp O.Ol 4 M, pH 6.5 /~-hydroxybutyrate O.OLO M. Dans les deux cas, EDTA ~ la concentration 

indiqu6e, fragments mitochondriaux 80/~g N; temperature, 25 °. 

Temos EDTA Pi ~changd A TP synthdtisd g cdtoacdtate p 
d' imubation forrnt ~ -  

(rain) M ra#moles r e # m o l e s  ml~moles 

15 o lO 5 166 149 i.ii 
15 5.O.lO 4 124 2o4 146 1.4 ° 
15 1.O. lO 4 137 246 146 1.68 
15 2.5.1o 4 139 240 143 1.68 
15 5.O.lO 4 141 233 14o 1.66 
15 7.5.1o 4 132 226 136 1.66 
30 2.5.1o 4 264 
60 2.5.1o 4 500 

L'addition de Mg ++ n'est n6cessaire ni ~ l'6change ATP-Pt, ni k la phosphoryla- 
tion oxydative, ce qui confirme les r6sultats de COOPER ET LEHNINGER n,22. Mg++ 
est m~me inhibiteur k des concentrations relativement faibles: par exemple k pH 6.5 
et pour une concentration en Mg ++ 6gale k 6.10 -4 M, la vitesse d'6change ATP-P,  
est diminu6e de moiti6 tandis que la vitesse d'hydrolyse de ] 'ATP est augment6e de 
9 fois. Le fair qu'il existe une quantit6 notable de Mg ++ dans les fragments sub- 
mitochondriaux 31 et que I 'EDTA stabilise le Mg++ des mitochondries sous une forme 
li6e 8~ sugg~re que la forme li6e du Mg ++ intraparticulaire est fonctionnelle et in- 
dispensable aux r6actions de la phosphorylation oxydative. 

Au cours de ]'6change ATP-S2P, le dernier phosphate Py de I 'ATP se marque 
beaucoup plus rapidement que l 'avant dernier phosphate Pfl. Ainsi, apr~s 15 min 
d'incubation h 25 ° en pr6sence d'une quantit6 de fragments de mitochondries corres- 
pondant ~ I00 ~g d'azote, la radioactivit6 sp6cifique du Pfl de I 'ATP est 50 fois plus 
petite que celle du P7 (moyenne de 3 exp6riences). Les fragments mitochondriaux 
utflis6s renferment donc tr~s peu de myokinase. 

pH optima pour l¥change A TP-P,, pour l'hydrolyse de I'ATP et pour l'oxydation 
phosphorylante du fl-hydroxybutyrate 

TracAes en fonction du pH, les courbes de vitesse de l'6change ATP-Pi,  de l 'oxy- 
dation du B-hydroxybutyrate et de la phosphorylation coupl6e d 'ADP ont en commun 
deux pics distincts, l 'un k pH 6.5, l 'autre ~ pH 7.3 (Fig. I). L'6change ATP-Pi  
pr6sente un pic principal k pH 7.3 et un pic secondaire k pH 6.5. L'oxydation du 
.B-hydroxybutyrate, la phosphorylation d 'ADP qui y est associ6e ainsi que le quotient 
de phosphorylation P/O pr6sentent au contraire un pic principal ~ pH 6.5 et un pic 
secondaire ~ pH 7.3. Ces pics ne semblent pas r6sulter d'artefacts dfis k des concen- 
trations limitantes en ATP, Pl et ADP; ces r~actifs sont en effet pr6sents dans le 
milieu k des concentrations 5 a- 25 lois sup6rieures aux valeurs des constantes de 
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Micha61is correspondantes (d6terminations personnelles et r6f. I I ,  22). HULSMAN ET 
SLATER 83 avaient d6j~ observ6 des valeurs maxima de quotients de phosphorylation 

pH 6.3, 7.4 et 8.5 lorsque du glutamate 6tait oxyd6 par des sarcosomes de coeur 
de boeuf. 

00 I 
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. . . .  OXYDATiON DO [5OH 
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o - -  I~CHANGE ATP_Pi 

6.O 7.0 8.0 9.O 
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Fig. I. Inf luence  du p H  sur  la  v i t e s se  d ' o x y d a t i o n  d u / ~ - h y d r o x y b u t y r a t e  (BOH),  sur  le r e n d e m e n t  
de la p h o s p h o r y l a t i o n  assoei6e et  sur  la  v i t esse  d '6change  ATP-a2P. Pl, 0.o5 M ;  f r a g m e n t s  sub-  
m i t o c h o n d r i a u x ,  12o/zg N pou r  la  m e s u r e  de l ' 6change  ATP-82P;  f r a g m e n t s  s u b - m i t o c h o n d r i a u x :  
IOO # g  N pour  la  p h o s p h o r y l a t i o n  oxyda t ive .  Voir  auss i  MATERIEL ET MgTI~ODES. I n c u b a t i o n ,  

15 m i n  & 25 °. 

Trois pH optima caract6risent la vitesse d'hydrolyse de I'ATP: 6.5, 7.3* et 8.5. 
Ces valeurs de pH sont proches de celles trouv6es par PURVlS a4, mais darts nos exp6- 
riences l'addition de Mg++ n'est pas indispensable & la mise en 6vidence des pics 
d'activit6 de l'ATPase. Cette diff6rence est sans doute li6e au Mg ++ intraparticulaire 
qui reste attach6 aux fragments sub-mitochondriaux en quantit6s plus ou moins 
importantes suivant la m6thode de pr6paration. SWANSON 35, MYERS ET SLATER a6,37 
ont 6galement montr6 l'influence du pH sur l'ATPase des mitochondries enti~res 
de foie de rat. 

Les r6actions qui s'effectuent pr6f6rentiellement & pH 6.5 et & pH 7.3 sont 
communes & l'6change ATP-P1, & l'ATPase et ~ la respiration. Au contraire, la (ou les) 
r6action qui se fait ~ pH 8.5 semble contr61er uniquement l 'hydrolyse de I'ATP. 

Effet de l'antimycine A et du cyanure sur l'~tat d'oxydo-rSduction des transporteurs 
d'~lectrons dans des fragments sub-mitochondriaux 

Si on ajoute & des fragments sub-mitochondriaux dn cyanure en quantit6 
suffisante pour stopper toute respiration (concn. finale 2. IO -~ M), les transporteurs 
d'6lectrons intraparticulaires: cytochromes a, aa, b et c et flavoprot6ine deviennent 
notablement r6duits (Fig. 2). I1 existe donc dans les fragments de mitochondries 
sufflsamment de substrats endog~nes pour assurer, en pr6sence d'nn inhibiteur 
respiratoire, une r6duction importante des transporteurs tocalis6s entre le DPN et 
le point d'action de l'inhibiteur. Cette r6duction est accrfie si l'on emploie simultan6- 
ment du fl-hydroxybutyrate et dn cyanure au lieu de cyanure seul (Fig. 2), 

* Le pic d ' ac t iv i td  de l ' A T P a s e  ~ p H  7.3 es t  d ' a u t a n t  p lus  m a r q u 6  que  la  concen t r a t i on  en  
E D T A  es t  p lus  faible.  
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La pr6sence d 'antimycine A ~ une concentration inhibant compl6tement la 
respiration: 2 Fg/ml (Tableau I I I ) ,  entrMne une r6duction du cytochrome b et de la 
flavoprot6ine qui est d6celable mais qui peut 8tre augment6e par l 'addition de 
f i-hydroxybutyrate (Fig. 3); cette augmentat ion dans le cas du cytochrome b est 
d 'environ 30 %. Un tiers environ du cytochrome bes t  r6duit (Fig. 3). lorsque l 'anti- 
mycine A est utilis6e k une concentration qui ralentit de moiti6 la respiration: 
o . I /zg/ml (Tableau I I I ) .  

ADO 

+0,0,40 

+0.02C 

0 

-0.020 

400 

__~ CNK 
C NK + BOH 

1I 

lli 

I 

500 600 
X ('W') 

Fig. 2. Spec t re  diff~rentiel  en t r e  l '~ ta t  oxyd6  
e t  l ' 6 t a t  r6dui t  de la po r t i on  de cha tne  D P N . . .  
c y t o c h r o m e  a 3. Les  pics  e t  la  d6press ion  cor- 
r e s p o n d e n t  & l ' 6 ta t  r~dui t :  I e f  II  r ep r~sen ten t  
les b a n d e s  de Sorer des  c y t o c h r o m e s  c, a e t  a 3, 
I I I  la  f lavoprot6ine,  IV e t V  les b a n d e s  f le t  a d u  
c y t o c h r o m e  c, VI  la b a n d e  a des  c y t o c h r o m e s  a 
et  a~. Le mi l ieu  d ' i n c u b a t i o n  con t i enf :  frag- 
m e n t s  s u b - m i t o c h o n d r i a u x ,  75 ° / z g  N; A T P  
pFI 7.3, o. o075 M ;  P1 p H  7.3, o.oo 3 M e t  s u i v a n t  
le cas  K C N  o.oo2 M ; f l - h y d r o x y b u t y r a t e  (BOH),  
0.o02 M . V o l u m e  final 2.7 ml .  T e m p 6 r a t u r e ,  23 °. 
Les  l ec tu res  son t  fa i tes  5 m i n  apr~s l ' add i t i on  de 
f r a g m e n t s  s u b - m i t o c h o n d r i a u x  au  mi l ieu  d ' in -  

/ ~ D O  .~xANTiMYCiNE A O.I//,g/ml 

. . . . . . . .  ~ , ?/z':::J/mL BOH 

+0.02C 

+0.01C 

0 

- 0 , 0 1 C  ~ ~ 

400 450 500 
X (rnF1 

Fig. 3. Spect re  diff6renfiel en t re  l ' 6 ta t  oxyd6  
et  l '~ ta t  r~dui t  de la po r t i on  de cha tne  D P N . . .  
c y t o c h r o m e  b. Le pic cor respond  & la bande  de  
Sorer du cy foch rome  b r6dui t  e t  la  d6press ion 

la f lavoprot6ine.  Le mi l ieu  d ' i n c u b a t i o n  con- 
t i e n t  : f r a g m e n t s  s u b m i t o c h o n d r i a u x ,  75 ° / z g  N;  
A T P  p H  7.3, o.o075 M ;  Pt  pH ,  7.3, 0.0o3 M 
et  s u i v a n t  le cas  de l ' A n t i m y c i n e  A & la con-  
c e n t r a t i o n  indiqu6e et  du  f l - h y d r o x y b u t y r a t e  
(BOH) o.oo2 M.  Vo lume  final,  2. 7 ml .  Temp6ra -  
ture ,  23 °. Pa r  a i l leurs  les condi t ions  son t  ideI1- 
t i ques  & celles donn~es  dans  la 16gende de la 

Fig. 2. 

cuba t i on ;  & pa r t i r  de ce m o m e n t  l ' 6 ta t  de r~duc t ion  des  t r a n s p o r t e u r s  d '61ectrons darts les frag- 
m e n t s  es t  s table .  

En somme, lorsqu'un inhibiteur est ajout6 k des fragments de mitochondries k 
une concentration capable de bloquer la respiration, la r6duction subie par les 
transporteurs d'61ectrons intraparticulaires est soit tota]e soit subtotale, suivant la 
pr6sence ou i 'absence d 'un substrat  exog~ne oxydable dans le milieu d'incubation; 
la r6duction n'est que partielle lorsque l 'inhibiteur est utilis6 k une concentration 
qui ralentit la respiration sans la bloquer. 

L'existence de substrats endog~nes oxydables dans les fragments sub-mitochon- 
driaux pose, 6videmment, la question de la proportion des formes oxyd6e et r6duite 
des pyridine-nucl6otides qui s 'y  trouvent.  La d6termination a 6t6 effectu6e sur des 
fragments sub-mitochondriaux pr6par6s k partir  de IO foies de rat et mis en in- 
cubation pendant 5 min & 25 ° avec de I 'ATP 0.0075 M pH 7.3, de l 'orthophosphate 
0.0075 M pH 7.3 et de I 'EDTA 0.0025 M, c'est-&-dire dans un milieu analogue 
celui mis en oeuvre pour la mesure de l'6change ATP-PI.  Le DPN + et le D P N H  
~taient alors extraits et dos6s comme il a ~t~ indiqu~ dans MATERIEL ET MI~THODES. 
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T A B L E A U  111 

EFFET DR CONCENTRATIONS CROISSANTES EN AMYTAL ET EN ANTIMYCINE A SUR 
L~OXYDATION DU ~-HYDROXYBUTYRATE ET SUR LA PHOSPHORYLATION ASSOCI~E 

C o n d i t i o n s  d o n n ~ e s  d a n s  MAT]~RIEL ET M]~THODES; p H ,  6 .5 ;  I n c u b a t i o n  15 r a in  ~ 25 °. 

Fragments A TP A cdtoacgtate p 
submitoctumdgiaux lnhibiteur respiratoire syntkttisd fovm~ 

pg N mpmoles ml~moles ~0-- 

95 A m y t a l  o 28o 2oo 1.4 ° 
o .o 3 • IO -~ M 246 172 1.43 
0.06" lO 4 M 207 144 1.44 
o . I 2 " I O - 8  M I I 9  86 1.38 
0.25" IO -8 M 59 46 1.28 
o.5o" lO 4 M 7 z3 
I .oo" IO -3 M o o 

IOO A n t i m y c i n e  A o 335 228 1.47 
o . 0 5 / , g / m l  24 ° 17o 1.41 
o . i o / z g / m l  185 135 i .37 
0 . 2 o / z g / m l  71 60 1.18 
i . o o / ~ g / m l  14 i o  
2.00 ~ug/ml o o 

Les quantit6s de DPN + et de D P N H  sont respectivement de o.5 ~mole et de o.2 
~mole/g d'azote. 

Dans les conditions de l'6change ATP-Pi  et en l 'absence d'inhibiteur respiratoire, 
l '6tat  d'oxydo-r6duction des transporteurs d'61ectrons de la chatne D P N . . .  0 2 
correspond approximativement  k 'T6 ta t  I "  tel qu'il a 6t6 d6fini par CHANCE ET 
WILLIAMS 6,~. Ces transporteurs sont sous un 6tat d 'au tant  plus oxyd6 que leur 
potentiel d'oxydo-r6duction est plus 61ev6. En particulier, il est probable que les 
cytochromes a, a a et c sont compl~tement oxyd6s tandis qu'une faible proportion de 
flavoprot6ine et de cytochrome b se trouve sous un 6tat r6duit en raison de la proximit6 
qui existe entre ces deux transporteurs et le DPNH. 

E~et de l'amytal, de l'antimycine A,  du cyanure et de l'ana~robiose totale sur l'~change 
A T P - P ,  

La vitesse d'6change ATP-Pi  a tout d 'abord 6t6 mesur6e lorsque les portions 
de chatne: D P N . . .  "point  &action de l ' amytal" ,  D P N . . .  cytochrome b, DPN . . .  
cytochrome a 3 6taient maintenus dans un 6tat de r6duction sub-totale ou totale par 
addition respective d 'amytal ,  d 'antimycine A, de cyanure ou de cyanure en pr6sence 
de f l-hydroxybutyrate ou encore par ana~robiose totale. Dans cette premiere s6rie 
d'exp6riences, les inhibiteurs 6taient ajout6s au milieu k des concentrations bloquant 
tout transfert d'61ectrons. Quel que soit l ' inhibiteur respiratoire uti]is6, la vitesse 
de l'6change ATP-PI  est diminu6e (Tableau IV). Le ralentissement de l'6change 
est plus important  ~, pH 7.3 qu'k pH 6.5; ~. pH 7.3 ,il est plus marqu6 lorsque la 
concentration en orthophosphate est plus faible. La pr6sence de ~-hydroxybutyrate  
n'accrolt pas l 'inhibition de l'6change due k ]'addition de cyanure. Fait  int6ressant, 
l ' amyta l  a une action inhibitrice au moins aussi grande, sinon plus, que l 'antimycine 
A, le cyanure ou l'ana6robiose totale, ce qui est en accord avec les r6sultats que 
L6w et al. 15 ont obtenus avec des mitochondries enti~res. 

Le comportement sp6cial de l ' amyta l  a motiv6 une 6tude plus d6taill6e des rela- 
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T A B L E A U  I V  

~FFET DE DIFF~RENTS INHIBITEURS RKSPIRATOIRES SUR L'~CHANGE 
ATP-a2P  ~ p H  6.5 ET ~ p H  7.3 

Condi t ions  donn6es  dans  MATI~RIE:L ET M]~THODES; I n c u b a t i o n  15 m i n b .  25 °. L a  c o n c e n t r a t i o n  
des inh ib i teurs  est  ce l l e  requise  pour  arr~ter  t o u t e  resp ira t ion:  K C N :  o.002 M ;  a n t i m y c i n e  A,  
2 / l g / m l ;  a m y t a l ,  o .0o i  M .  D u  f l - h y d r o x y b u t y r a t e  (concn.  f inale  o .oo2 M )  a 6t6 a j o u t 6  au m i l i e u  

darts les  e x p 6 r i e n c e s  2 et  3. 

Exp. 
Fragments Pi 

submitochondriaux Inhibiteur respiratoire x z o  -2 M *  
pgN 

Radioactiviti spdcifulue de P~, de 1'.4 TP 
Radieactiviti spdcifulue de P i 

A p H  6. 5 A p H  7.3 

I I I o A u c u n  5.00 0 .052 o .o63 
I I o A n a 6 r o b i o s e  5 .oo  o.o 4I  o .o  47 

2 i o o  A u c u n  o .o i  O.Ol 4 o .o22 
IOO K C N  o . o i  o .o12 0 .007  

3 IOO A u c u n  5 .o0  o .039  0 .053 
I oo K C N  5.oo o .o  35 o .o43 

4 66 A u c u n  I.OO O.Ol 4 
66 K C N  i . o o  o . o i  I 

5 12o A u c u n  o .o i  O.Ol 5 O.Ol 7 
12o A n t i m y c i n e  A o .o i  o .o i  3 o .o i  o 

6 120 A u c u n  5.oo o .o38 0 .050  
12o A n t i m y c i n e  A 5.oo o.o31 o .o36  

7 13o A u c u n  o . o i  o.o21 0 .029 
13o Amytal o . o i  o .o i  I o.oo 7 

8 IOO A u c u n  5 .oo  o .o54 o .o66 
i o o  A m y t a l  5 .o0 o .020  0.033 

* Les  c o n c e n t r a t i o n s  donn6es  sont  ce l l e s  au  t e m p s  z6ro d ' incubat ion .  

tions entre l'6change ATP-PI et l'6tat d'oxydo-r6duction des premiers transpor- 
teurs d'61ectrons de la chatne respiratoire. On a r6alis~ des 6tats de plus en plus 
r~duits de la portion de chaine D P N . . .  cytochrome b ell utilisant l'antimycine A 

des concentrations croissantes allant de z6ro jusqu'h la concentration n6cessaire 
pour arr6ter tout transfert d'61ectrons et l'on a mesur6 dans chaque cas la vitesse 
de l'6change ATP-Pv Lorsque la concentration en antimycine A est 6gale ou inf6rieure 

o.I tzg/ml, la vitesse de l'6change est augment6e significativement aussi bien ~t 
pH 7.3 qu'k pH 6.5 (Tableau V) ; l'augmentation est maximum (environ 20 %) pour 
une concentration en antimycine A, o.I/ ,g/m],  qui est capable d'entra~ner la r6duction 
d'approximativement un tiers du cytochrome b pr6sent dans les fragments sub- 
mitochondriaux (Fig. 3). Au del~ de 0.2/zg/ml l'antimycine A exerce une action 
inhibitrice. Cette action inhibitrice ne semble pas 8tre le r6sultat d'une dissociation de 
la phosphorylation oxydative (Tableau III); elle est vraisemblablement li6e aux 
modifications de l'6tat d'oxydo-r6duction de la portion de chaine D P N . . . c y t o -  
chrome b. En somme, la vitesse de l'~change ATP-P, catalys~ par des fragments 
sub-mitochondriaux k pH 6.5 et ~ pH 7.3 est maximum lorsque l'6tat d'oxydo- 
r6duction des transporteurs d'61ectrons localis6s entre DPN et cytochrome b est 
interm6diaire entre la r6duction sub-totale et la quasi-oxidation. Aucun effet de 
stimulation n'a 6t6 mis en 6vidence dans le cas de l'amytal (Tableau V). 

Effet de l'amytal, de l'antimycine A et du cyanure sur l'ATPase 

L'activit6 de l'ATPase dans les fragments sub-mitochondriaux a 6t6 d6termin6e 
dans des conditions de r6duction totale ou sub-totale des portions de chaine : D P N . . .  
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cytochrome a3, D P N . . .  cytochrome b, D P N . . .  "point d'action de l 'amytal'" 
suivant des m6thodes analogues & celles utilis6es pour l'6tude de l '&hange ATP-PI. 

WADKINS ET LEHNINGER 14 ont montr6 que le cyanure inhibe & pH 7.5 l'ATPase 
des fragments de mitochondries. En fait, les modifications d'activit6 d'ATPase qui 
r6sultent d'un &at de r6duction totale de la portion de chalne D P N . . .  cytochrome a 3 
sont plus complexes et d6pendent 6troitement du pH. Dans nos conditions exp6ri- 
mentales, en pr6sence de cyanure, l 'hydrolyse de I'ATP est ralentie ~ pH 7.3 et 
acc616r6e au contraire & pH 6.5 et k pH 8.5 (Fig. 4). On observe des variations analo- 
gues si on remplace le cyanure par l 'antimycine A: 2 ~g/ml (Fig. 5). Par contre, 
l 'addition d'amytal ralentit l 'hydrolyse de I'ATP aux trois pH :6.5, 7-3 et 8.5 (Fig. 6). 

L'activit6 de l'ATPase a 6galement 6t6 mesur6e pour des 6tats de r6duction 
partielle de la portion de chalne: D P N . . .  cytochrome b, ces 6tats &ant obtenus 
par l 'addition d'antimycine A ~ des concentrations croissantes. A pH 7.3, l'activit~ 

T A B L E A U  V 

EFFET DE CONCENTRATIONS CROISSANTES EN AMYTAL ET EN ANTIMYCINE A 
SUR L']~CHANGE A T P - 3 2 P  X p H  6. 5 ET 2k p H  7"3 

C o n d i t i o n s  d o n n ~ e s  d a n s  MATI~RIEL ET METHODES; I n c u b a t i o n ,  15 r a i n  ~. 25 °. 

Pi dchangd 
Fragments Pi 

mitochondriaux Inhibiteur respiratoire 
IJg N zo 23I A pH 6. 5 A pH 7.3 

re#moles mltmoles 

80  A m y t a l  

IOO A n t i m y c i n e  A 

o 5 .00  71 lO5 
0 . 0 6 "  lO -3 M 5 .00  60  lO2 
o .12"  lO -3 M 5 .oo  48 8o 
I.OO" lO 4 M 5 .00  35 66  
o I.OO IOI 123 
0 .o5  # g / m l  I.OO lO 5 135 
o . I o  # g / m l  i . o o  I I I 149 
0 . 2 0  # g / m l  i . o o  86  108 
I.OO # g / m l  I .  oo  77 9 6  
2 .00  # g / m l  i . o o  74 87 

- - - I  T E M d N  

- -~  BOH+CNK 0.~ 

CL 

W 

fl 

5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 
pH 

I0.0 

F i g .  4. E f f e t  d u  c y a n u r e  s u r  l ' A T P a s e  ~ d i f f 6 r e n t s  
p H .  K C N ,  2 . I O  - s  M ;  f l - h y d r o x y b u t y r a t e  
( B O H ) ,  2 . 1 o  -3 3~r; f r a g m e n t s  s u b - m i t o c h o n -  
d r i a u x ,  12o  # g  N.  V o i r  a u s s i  MATERIEL ET M1~T- 

I~ODES. I n c u b a t i o n ,  15 r a i n  ~ 25 °. 

0.~ 

-I 
0 0.,...~ 

.,q 

# 0 . 2 5  
f- 

5.0 

A N T i M Y C i N E  A , C:#g/ml 

/~ -ooJ- 
\ - 4  RO - 

,"-m",m/- \ 

I I I I 
6.0 7.0 80 9.0 10.0 

oH 
F i g .  5. E f f e t  d e  l ' a n t i m y c i n e  A s u r  l ' A T P a s e  

d i f f 6 r e n t s  p H .  C o n d i t i o n s  d o n n 6 e s  d a n s  MA- 
TERIEL ET M]~THODES. F r a g m e n t s  s u b - m i t o c h o n -  
d r i a u x ,  12o f ig  N.  I n c u b a t i o n ,  15 r a i n  ~ 25 °. 
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de l 'ATPase est stimul6e lorsque la concentration en antimycine A est 6gale ou in- 
f6rieure k o.I  ~g/ml; elle est diminu6e pour des concentrations en antimycine A 
sup6rieures h 0.2/zg/ml (Tableau IV, Fig. 5). Une r6duction de plus en plus complete 
de la portion de chaine D P N . . .  cytochrome b entrMne donc des variations similaires 
de la vitesse d'dchange ATP-Pt  et de la vitesse d'hydrolyse de I 'ATP k pH 7.3, ce 
qui est net tement  mis en 6vidence dans la Fig .7. A pH 6.5 au contraire l 'activit6 
de l 'ATPase augmente r~guli~rement en fonction de la concentration en antimycine A 
et se maintient k une valeur maximum pour des concentrations sup6rieures £ o. i Fg/ml 
(Tableau VI). 

5.O 

TI~MOIN 
AMYTAL 

i f i i 

~0 ZO ao ~0 I~0 

pH 

0.75 

n. 
c0 L~ 
J 
00.50 
~L 

<3 

~0. 25 

Fig. 6. Effet de l ' a m y t a l  sur  l 'ATPase ~ dif- 
f6rents pH.  Conditions donndes dans  MAT]~RIEL 
~T M~THODES. F ragmen t s  sub-mi tochondr iaux ,  
13 °/~g N; amyta l ,  I .  i o -3 M. Incubat ion ,  15 min  

~25 °. 

I00[ 
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ANTiMYCiNE A ./xg/rnl 

Fig. 7. Effet de concentra t ions  croissantes en 
an t imycine  A sur  les vitesses d 'oxydat ion du fl- 
hydroxybu ty ra t e ,  de l '6change A T p ~ 2 p  et de 
l 'hydrolyse  de I 'ATP A p H  7.3. Pt, 0.05 M pour  
la mesure  de l '6change ATP-32P, f ragments  sub- 
mi tochondr iaux  : i oo ~ 120/~g N. Voir aussi  MA- 
TI~RIEL ET M]~THODES. Incubat ion ,  15 min  A 25 °. 

TABLEAU VI 

EFFET DE CONCENTRATIONS CROISSANTES EN ANTIMYCINE A SUR 
LA VITESSE D'HYDROLYSE DE L'ATP A p H  6.5 ET A p H  7-3 

Condi t ions  donn6es dans  MATI~RIEL ET M]~THODES; Quanti t6 de f ragments  sub-mi tochondr iaux  
Ioo/*g  N. Incuba t ion ,  15 min  A 25 °. 

Antimycine A Pi libdr~ d pH 6. 5 Pi libdrd d pH 7.3 
pg/ml I~moles pmoles 

O 0.38 0.42 
0.05 0.54 0.56 
O.IO 0.62 0.52 
0.20 O.68 O.31 
I.OO 0.74 0.25 
2.00 0.78 0.23 

DISCUSSION 

Les processus d'6change ATP-PI  et d'hydrolyse de I 'ATP catalys6s par des fragments 
sub-mitochondriaux de foie de rat  sont caract6ris6s par  2 pH optima communs: 
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6.5 et 7.3. Deux pics d'activit6 ~ pH 6.5 et ~ pH 7.3 ont 6galement 6t6 observ6s 
pour | 'oxydation du fl-hydroxybutyrate et pour la synth~se d'ATP qui y est associ6e. 
Ces r6sultats sont en accord avec la notion que l'6change ATP-PI et l 'hydrolyse de 
I'ATP sont des processus partiels de la phosphorylation oxydative 11. Ils indiquent 
de plus que les diff6rentes 6tapes phosphorylantes correspondant ~ l 'oxydation du 
DPNH sont contr616es, au moins, par deux r6actions d6pendantes du pH: l'une de 
ces r6actions a pour pH optimum 6.5, l 'autre 7.3. 

Dans des conditions de r6duction totale ou sub-totale des portions de chalne 
D P N . . .  cytochrome a 3 ou D P N . . .  cytochrome b, l'6change ATP-PI et l 'hydrolyse 
de I'ATP sont tous deux ralentis ~t pH 7-3, tandis qu'k pH 6.5 l'6change est ralenti 
et l 'hydrolyse stimul6e. En outre, k pH 7.3, l 'amytal inhibe l'6change ATP-PI et 
l 'hydrolyse de I 'ATP autant, sinon plus, que l 'antimycine A, le cyanure ou l'ana6ro- 
biose complete. De plus, ~t pH 7.3, les vitesses d'6change ATP-PI et d'hydrolyse de 
I'ATP subissent des variations parall~les, de m~me sens et du mSme ordre de grandeur 
lorsque l'6tat d'oxydo-r6dnction de la portion de chaine D P N . . .  cytochrome b 6volue 
entre la quasi-oxydation et la r6duction sub-totale; en particulier, ces vitesses sont 
routes deux maxima pour un 6tat moyen de demi-r~duction des transporteurs 
localis6s entre le DPN et le cytochrome b. 

Ces diff6rents r6sultats se compl~tent et sont interpr6t6s de la fa~on suivante: 
(a) Les processus d'6change et d'hydrolyse qui ont lieu pr6f6rentiellement ~t pH 7-3 
d6pendent de l'6tat d'oxydo-r6duction des premiers transporteurs de la chaine 
respiratoire D P N . . .  O3. (b) Lorsque des 61ectrons sont transf6r6s du DPNH au 
cytochrome b k pH 7.3, I 'ATP peut 6tre synth~tis6 suivant le sch6ma I ou bien 
suivant l 'alternative du sch6ma II qui fait intervenir un transporteur T sous une 
forme de type "semi-quinonique" (voir INTRODUCTION). 

Le cas g6n6ral du sch6ma I est applicable au moins ~t la premi+re 6tape phos- 
phorylante D P N . . .  flavoprot6ine. I1 implique un transfert r6versible de paires 
d'61ectrons, 2e, entre deux transporteurs T 1 et T 2 ainsi que la phosphorylation de 
l'un de ces transporteurs en un d6riv6 T ,~ Pt. Cependant, les donn6es exp6rimentales 
ne permettent pas de pr6voir si T dans T ,,, Pt (r6action (I)) est oxyd6 ou r6duit. 

Dans le m6canisme de type "semi-quinonique" qui fait intervenir Tsemlquln  ~ I 
(sch6ma II) ou Tsemtqutn ~ P (sch6ma I), les 61ectrons sont transf6r6s par unit6s 
du DPNH vers un autre transporteur. Darts de telles conditions, la synth~se d'une 
liaison "riche en 6nergie" (A F ~ - -  8.000 cal) n6cessite que les potentiels d'oxydo- 
r6duction du donneur et de l 'accepteur d'61ectrons diff6rent d'au moins o.35 V. 
Pour illustrer cette hypoth+se on peut prendre comme exemple un transfert d'61ec- 
trons-unit6s du DPNH au cytochrome c, chaque transfert 6tant associ6 k la synth+se 
d'une mol6cule d'ATP. Le transporteur T intervenant dans Tsemlquln "~ I OU 
Tsemlquln  "~ P serait localis6 entre le DPN et le cytochrome c; 6ventuellement il 
6voluerait de fa~on r~versible de la forme "semi-quinonique" k la forme totalement 
r6duite. Ainsi, en pr6sence de I, le transfert d'61ectrons du DPNH ~ Tsemlqutn abouti- 
rait ~ la formation de Tred  - -  I suivant la r6action: 

+ e  
Tsemlquln" -~- I - ÷ T r e a  - -  I 

le transfert ult6rieur d'61ectrons de T r e a -  I au cytochrome c potentialiserait la 
liaison entre T et I sous une forme "riche en 6nergie": 

- - C  
T r e d -  I --->.Tsemlquln' ~ I 
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Des r6actions analogues peuvent ~tre envisag6es en ce qui concerne la formation de 
T s e m t q u t n  " P. 

En r6sum6, une mol6cule d'ATP se trouverait synth6tis6e chaque fois qu'un 
~lectron serait transf6r6 du DPNH au cytochrome c. Le rendement de la phosphoryla- 
tion d 'ADP associ6e au transfert d'electrons du DPNH au cytochrome cest  th6orique- 
ment le m6me clans le m6canisme "semi-quinonique" que dans celui qui fait inter- 
venir des transferts de paires d'61ectrons: dans les deux cas, deux mol6cules d'ATP 
sont synth6tis6es quand deux mol6cules de cytochrome c sont r6duites par une 
mol6cule de DPNH. 

Nous n'avons pas retenu le sch6ma III  dans cette discussion. Selon ce schema, 
l'6change ATP-PI et l 'hydrolyse de I'ATP seraient ind6pendants de l'6tat d'oxydo- 
r6duction de T ce qui n'est pas en accord avec nos r6sultats exp6rimentaux. Le 
sch6ma I ou l 'alternative "semi-quinonique" des sch6mas I e t  II repr6sentent donc 
des m6canismes possibles de la phosphorylation oxydative en relation avec des 
transferts d'61ectrons au niveau des premiers transporteurs de la chalne D P N . . .  0 2. 
Cependant, ces sch6mas ne sauraient ~tre exclusifs; ils sont envisag6s ici en tant 
qu'hypoth~se de travail. D'autre part, d'autres sch6mas, en particulier le sch6ma III ,  
restent valables en ce qui concerne au moins l'6tape phosphorylante cytochrome 
c . . .  02. I1 n 'y a effectivement aucun argument exp6rimental en faveur d'un m6ca- 
nisme de la phosphorylation oxydative identique pour chacune des 6tapes phospho- 
rylantes de la chatne respiratoire D P N . . .  O3. 

A D D E N D U M  

Des concentrations en antimycine A sup6rieures k o.I/zg/ml qui ne modifient 
pas sensiblement le rapport P/O relatif k l 'oxydation du fl-hydroxybutyrate par 
l'oxyg~ne diminuent significativement le rapport P/2 e relatif k l 'oxydation du fl- 
hydroxybutyra te  par le cytochrome c. La diminution de l'effet stimulant sur l'6change 
ATP-PI obtenue avec des concentrations en antimycine A sup6rieures k o . I / ,g/ml 
pourrait,  de ce fait, ~tre li6e k une dissociation de la phosphorylation oxydative. 
Si cette hypoth~se 6tait v6rifi6e, ceci impliquerait que la phosphorylation (ou l'une 
au moins des phosphorylations) qui se produit entre le DPN et le point d'action de 
l 'antimycine A peut faire intervenir un d6riv6 riche en 6nergie sous un 6tat r6duit 
T r e d  "~ I (sch6ma II). Des exp6riences ult6rieures doivent permettre de le pr6ciser. 

(Re~u le 23 aoflt 196o ) 
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R]~SUM]~ 

I. On a 6tudi6 l'effet du pH et de l'6tat d'oxydo-r6duction des transporteurs 
d'61ectrons de la chatne D P N . . .  O 3 sur des r6actions partieUes de la phosphorylation 
oxydative catalys6es par des particules sub-mitochondriales. 

2. Deux pH optima 6.5 et 7.3 caract6risent la vitesse d'oxydation du fl-hydroxy- 
butyrate,  le rendement de la phosphorylation qui y est associ6e et la vitesse d'6change 
ATP-PI. Trois pH optima 6.5, 7.3 et 8.5 caract6risent l'activit6 de l'ATPase. 
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3. Des 6tats de r6duction partielle, sub-totale ou totale de la chalne respiratoire 
D P N . . .  0 2 ou de portions de cette chaine ont 6t6 obtenus grace ~t l 'emploi des 
inhibiteurs: amytal,  antimycine A, cyanure ou grace ~ l'ana6robiose complete. 

4. Une r6duction sub-totale ou totale des transporteurs d'61ectrons situ6s entre 
le DPN et le cytochrome b ou entre le DPN et le cytochrome a 3 entralne ~ pH 6.5 
une augmentation de l 'activit6 de l 'ATPase et une diminution de la vitesse d'6change 
ATP-PI  alors qu'~ pH 7.3 l 'activit~ de l 'ATPase et la vitesse d'~change sont toutes 
deux diminu6es. 

5. Un 6tat de demi-r6duction des transporteurs situ6s entre le DPN et le cytochrome 
b entratne ~ pH 7-3 une stimulation de l 'activit6 de l 'ATPase et de l'6change ATP-Pt .  

6. Les r6sultats obtenus sugg~rent deux m~canismes possibles de phosphorylation 
oxydative pour le transfert d'61ectrons du D P N H  au cytochrome b. Ces m6canismes 
ont 6t6 discut6s en fonction des r6sultats exp~rimentaux. 
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