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SUMMARY 

L A method is described for the purification of cytoplasmic membranes and 
Inesosomes from Bac i l l u s  subt i l i s  cells. After removal of the walls by lysozyme in 
hypertonic medium, two fractions are first obtained: cytoplasmic membranes and 
mesosomic vesicules. These two rather impure fractions are further purified by cen- 
trifugation in a sucrose density gradient. The cytoplasmic membranes (Fraction 3C) 
and the mesosomes (Fraction 2M) obtained are pure, as observed by electron micro- 
scopy. 

2. The NADH oxidase and succinate dehydrogenase activities are measured 
for all fractions. These activities are very low or absent from the mesosomes, whereas 
they are about 30 times higher in the cytoplasmic membranes. 

3. Experiments have shown that the very low succinate dehydrogenase and 
succinate oxidase activities observed wllen B.  subl i l i s  is grown on glucose n~edium 
depends on the repression of the succinate dehydrogenase svnthesis. 

INTRODUCTION 

Depuis la raise en 4vidence chez les bact6ries Gram positives de l'existence de 
membranes m~sosomiques 1, 2, diffdrents auteurs (Tableau I) ont essayd de les sdparer 
des membranes cytoplasmiques en vue de rechercher quels syst6mes m6taboliques 
sont localisds dans Fun ou l'autre de ces deux types de membranes: syst6mes de bio- 
svnth6se de la nlembrane aet de la paroi 4, syst6me respiratoire 5 et syst6me d'excr~tion 
d'enzymes exocellulaires 6-s. 

Les recherches effectu6es jusqu'ici avec diff~rentes souches bact6riennes, "t pro- 
pos de la localisation de l'activit6 respiratoire dans l'un ou l'autre de ces deux types 
de membranes, n'ont pas donn6 de r6sultats d6finitifs; ils font seulement apparaitre 
une rdpartition in6gale de cette activi t~s,9,  n ,  12. L'incertitude de tels r4sultats doit 
~tre raise sur le compte des techniques de s@aration des membranes cytoplasmiques 
et m6sosomiques utilis6es. 

Abrdviations: PMS, ph~nazine n16thosulfate; DC1P, 2,6-dichlorophdnol indophdnol. 
* Service de Photomicrographie de l'Institut Pasteur. 
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TABLEAU I 

TECHNIQUES DE SI~PARATION DES MEMBRANES BACTI~RIENNES CYTOPLASMIQUES ET MI~SOSOMIQUES 
PROPOSEES PAR DIFFJ~RENTS AUTEURS 

3:licroorganisme Conditions de lyse de la paroi 
par le lysozyme 

Sgparation des 
fractions br~*tes 
FC et F.~I 

P*trification par gradient Ref. 
de densitd ?t partir de : 

fl4ilieu filg "~+ Durge 3lem- FC Ffi f  
branes 
totales 

B. subtilis Saccharose 0.8 M o 45 rain + 
30 ° 

B. licheniformis Poly6thyl6ne + 1- 3 h + 
glycol 20 % 35 ~ 

Saccharoseo.75 M + ? 
Saccharose 0. 5 M + + 

B. megaterium Saccharoseo. 5 M + ? 

L. monocytogenes Saccharose ? + ?, 28 ° -- 

÷ 

+ 

+ 

- -  5 

- -  - -  9 

- -  q -  IO 
+ + i~ 
- -  - -  8 

- 3 

- -  1 2  

La In6thode de fractionneinent de Bac i l lus  subt i l i s  que nous avions propos6e en 
1966 (ref. 5) ne permet tan t  qu 'une  s6paration relativeinent grossi6re des membranes 
cytoplasiniques et In6sosomiques, nous avons 6t6 conduits & met t re  au point, un pro- 
c6d6 de purification de ces fractions brutes par s6diinentation en gradient discontinu 
de densit6. L 'obten t ion  de fractions meinbranaires purifi6es a rendu possible l '6tude des 
activit6s (NADH-oxydase,  succino-d6shydrog6nase, succino-oxydase) leur 6tant  res- 
pect ivement  associ6es. L '6tude des enzymes h6inatiniques qu'elles contiennent fera 
l 'obiet  d 'une  prochaine publication. 

MATI~RIEL ET MI~THODES 

P r o d u i t s  ut i l is~s 

Lysozyme:  Wor th ington  Biochem. Corp.; d6soxyribonuel6ase: Fluka;  nicotin- 
amide-ad6nine dinuel6otide r6duit (NADH):  Boehringer; ph6nazine m6thosulfate 
(PMS): Aldrich; 2,6-dichloroph6nol indoph6nol (DCIP):  Fluka;  ac6trizoate de inG 
thylglucamine (Vasurix 50): Laboratoire Guerbet, 22 rue du Landy  (93), Saint-Ouen, 
l ~ r a n c e .  

Souche  

B .  subt i l i s  Marburg SMY conserv6 par repiquage sur g61ose inclin6e 13. 

C o m p o s i t i o n  des m i l i e u x  de culture 

(a) Milieu liquide synth6tique glucosO 4. 
(b) Milieu liquide coinplexe: extrait  de levure Difeo, 5 g; In61ange de sels IninG 

rauxl~, 5 ml; tampon phosphate monopotassique, disodique 0.2 M, 7.2, qsp I 1. 
(e) Milieu liquide colnplexe glueos6: identique au pr6c6dent mais additionn6 de 

de 5 g/1 de ghlcose. 
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Les pr6cultures et cultures sont effectufes ~ 37 °, en milieu liquide fortement 
a6r6. Les pr6cultures, ensemenc6es k partir  des bact6ries conserv4es sur milieu g61osb, 
sont rdalis6es dans des erlenmeyers de 2 1 contenant 4oo ml de milieu agit6 avec un 
barreau aimant6. Les cultures sont faites dans un rfcipient d 'un volume de 2o 1, 
contenant I5 1 de milieu abr6 ~ raison de I 1 d'air par litre de milieu et par minute 
et fortement agit6 ~ l'aide d'une turbine. 

Taux de croissance 
# = 3 sur milieu complexe glucos6; ff = 1.5 sur milieu complexe;/~ -- o. 9 sur 

milieu synth6tique glucosd. 
La r6colte des bact&ries est effectu6e pendant la phase exponentielle de crois- 

sance (As00 nm 0.6, spectrophotom6tre Coleman Junior) k l 'aide d'une centrifugeuse 
refroidie "Sharpies continue" h air comprim6 (25 ooo tours/rain, d~bit 25 1/h environ). 

Lyse de la paroi de B. subtilis par le lysozyme 
(I) En milieu hypotonique: la lyse est r6alis~e d'apr6s la m6thode pr6cddemment 

d6crite 5,15. On obtient ainsi un homog~nat H dont il est possible de s@arer par s6- 
dimentation la totalit& G (ghosts) des membranes. 

(2) En milieu hypertonique: les bact6ries r6colt6es sont resuspendues ~ raison 
de IO mg poids sec/nfi dans la solution suivante: tampon phosphate (KH2PO ~ + 
Na.,HPO4) 5" lO-2 M, pH 7.2, saccharose 0.5 M, lysozyme 0.2 mg/mh Apr6s 45 min 
d'incubation & 3 o°, toutes les bact6ries sont transform6es en protoplastes. La pr@a- 
ration est alors trait6e de 2 fa~ons diff6rentes: 

(a) Soit sbdiment&e I h ~ 78000 x g (centrifugeuse Spinco, rotor 30) ; elle donne 
un culot de protoplastes et de m~sosomes (P + M). Ce culot soumis ~ un choc osmo- 
tique en prOsence de d6soxyribonucl&ase dans un tampon phosphate hypotonique 
5" IO 2 M, pH 7.2, donne par s6dimentation de I h k 165 ooo × g (Spinco, rotor 50 Ti), 
un culot de membranes totales (MT) ult~rieurement lav(;es. 

(b) Soit s~diment6e IO rain ~t 15000 × g; elle donne un culot de protoplastes et 
un surnageant SI contenant les m~sosomes. Le culot de protoplastes soumis ~L un choc 
osmotique en prbsence de d6soxyribonuclbase donne la fraction (P lys+e) qui, centri- 
fug6e 30 min & 78 ooo x g (Spinco, rotor 3o), permet d 'obtenir la fraction membranaire 
cytoplasmique brute (FC) et le snrnageant $2 correspondant au cytosol. Le surnageant 
SI s6diment~ I h ~ 78000 × g donne la fraction membranaire m~sosomique brute 
(FM). Le Schdma I r6sume l'ensemble de ces operations. 

Conservation des fractions membranaires 
A - -20  °, les fractions MT, FC, FM et $2 conservent les activit& 6tudi6es, sans 

perte importante, pendant environ un mois. 

Centrifugation en gradient de densitd 
Les gradients discontinus de densit6 (d = I.IO; 1.15; 1.2o; 1.25) sont effectu6s 

soit avec des solutions de Vasurix 50, soit avec des solutions de saccharose dans du 
tampon phosphate (monopotassique-disodique) 5" lO-2 M, pH 7.2. Les gradients sont 
pr@ar6s en superposant dans chaque tube du rotor k godets oscillants SW 25.I 
(Spineo), 7 ml de chacune des solutions par ordre de densit6s d6croissantes, et enfin 
une prise d'essai d'environ 3 ml de la suspension membranaire ~t fractionner (soit 20 
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SchEma i. SchEma d 'obtent ion des fractions membranaires brutes FC (cytoplasmiques) et FM 
(mEsosomiques) ~ par t i r  de la cellule de B. subtilis. (P + M), protoplastes + mEsosomes; FC, 
fraction membranaire  cytoplasmique brute;  FM, fraction membranaire m6sosomique brute;  $2, 
cytosol. 

4~ 
P 

Choc osmotique l 

P lysEs 

78000 X g, 3 ° rain 

FC $2 

B. subtilis en milieu hypertonique 

Lysozyme 

(P+M)  
I 

15o00 × g, lO rain 

/, 
SI 

78000 × i h g, 

FM 

4 ° mg de prot6ines). Les tubes sont centrifug6s 4 h ~ 25ooo tours (9oooo × g). Les 
diff~rentes couches ainsi s~par6es sont pr61ev6es ~ l'aide d'une seringue. 

Etude morphologique 
Les diff6rentes fractions membranaires obtenues sont contr61fes au microscope 

61ectronique par la technique du contraste n6gatiO 6. 

Activit~s enzymatiques 
Les activit6s succino-d6shydrog6nase, succino-oxydase et NADH-oxydase sont 

mesur6es ~ 3 °0 sur les diff6rents types de membranes obtenues. Les mesures spectro- 
photom6triques ont 6t6 faites avec un appareil Spila Leres sur un volmne final de 
3 ml (trajet optique I cm). 

(a) L'activit~ succino-d~shydrog~nase est mesur6e d'apr~s le changement d 'ab- 
sorption ~ 600 nm du DCIP. Les cuves contiennent: tampon phosphate 5" lO-2 M, 
pH 7.2, 2.~ ml; DCIP 3 . Io  -4 M, 0.3 ml; succinate 0.2 M, 0.2 ml (cuve de mesure) 
ou tampon 0.2 ml (cuve de r6f6rence). Apr6s une incubation de io rain, sont ajout6s 
0.2 ml de PMS (2 mg/ml) et 0.2 ml de la fraction enzymatique (0.05 mg de prot6ines). 
Le coefficient d'extinction du DCIP est e = 18,8. lO -3"cm 1.ml.nmole -1 (r6f. 18). 
L'activit~ sp6cifique succino-deshydrog~nase est exprim~e en nmoles de DCIP r~- 
duites par min et par mg de prot~ines. Notons que le PMS rend le test spectrophoto- 
m6trique 3o lois plus sensible. 

(b) Activitds succino-oxydase et NADH-oxydase: Les vitesses de consommation 
d'oxyg~ne sont mesur6es polarographiquement 5~ l'aide d'une 61ectrode de Clark 
(oxygraph Gilson). Dans 4 ml de tampon phosphate 5" lO-2 M, pH 7.2 (satur6 d'air  
filtr6 sur filtre Seitz ~ 30°), sont ajout6s o. 5 mg (poids sec) de bact6ries ou I mg de 
prot~ines, puis le substrat:  succinate IO mM ou NADH o.5 mM. L'activit6 respiratoire 
(Qo~) est exprim6e en natomes d'oxyg~ne consomm6s par min et par mg de prot6ine. 

Biochim. Biophys. Acta, 223 (197 o) 292-3o8 



296 B. FERRANDES el al. 

En ce qui concerne l 'activit6 NADH-oxydase  elle a aussi 6t6 d6termin4e d'apr6s 
la d6croissance d 'absorbance ~t 34 ° nrn. Les cuves contiennent:  tampon phosplmte 
5 '  IO-~ M, pH 7.2, 2.5 ml; N A D H  2-5 rnM, o.3 ml (cuve de mesure) ou tampon 0.3 rnl 
(cure de r6f6rence). Apr~s une incubation de IO rain, o.2 ml de la fraction ~t 6tudier (o.I 
mg de protdines) est ajout4e dans chacune des deux cuves. Le coefficient d 'ext inct ion 
de N A D H  est e 6.22' zo ~ cm~'mole -1 (r6f. z7). Dans ce cas, l'activit(: spdcifique 
NADH-oxydase  est exprim(~e en nmoles de N A D H  oxyd6es par  rain et par mg de 
prot~dnes. 

Bilan de l'opdration de purification des fractions membranaires br,#es ; degrd de purl- 
cation des fractions membranaires issues de cette opdration 

Le bilan de la purification d 'une  fraction rnernbranaire brute peut se ddfinir, 
pour une activit6 enzyrnatique donnfie, comme le rapport  entre la somme des activit~s 
totales des fractions s6par6es et l 'activit6 totale de la fraction brute d@os6e sur le 
gradient. 

Pour chaque fraction s6par6e par s6dirnentation en gradient de densit6 et pour 
chaque activit6 enzyrnatique 6tudi6e, nous avons tent~ d'appr6cier un degr6 de puri- 
fication en calculant le rapport  entre l 'activit6 sp6cifique de la fraction considdrde et 
l 'activit6 sp6cifique de la fraction brute initialement d6pos~e sur le gradient. 

Dosage des protdines 
M6thode de LowRY et al. 19. La courbe 6talon est 6tablie pour chaque dosage 

t l 'aide d 'une solution m~re de lysozyme ~t 5oo #g/ml. 

RESULTATS 

(I) Obtention de fractions membraT~aires cytoplasmiques ou mdsosomiques brutes ~ partir 
de celhdes de B. subtilis 

Les bacilles ont 6t6 cultiv6s dans un milieu tel que leur taux de croissance soit 
particuli~reInent dlevd (milieu cornplexe glucos6) pour avoir la possibilit6 de r6aliser 
en une seule journ~e les fractionnements cellulaires et les dosages d'activit6s des dif- 
fdrentes fractions. La 1yse de la paroP ° des bacilles a 6t6 obtenue par action du lyso- 
zyrne. 

(I)Essais prdliminaires me#ant en dvidenee l'altdration des membranes au co~trs 
de la lyse de la paroi de B. subtilis par le lysozvme en milieu hypotonique 

En 1961, PETIT 15 a propos~ une technique d'isolernent des membranes totales G 
("ghosts") de B. subtilis "5 partir  de l 'homog6nat  H des cellules traitdes en milieu 
hypotonique par le lysozyine. Ces membranes s6dimentent en 90 rain ~'~ 15ooo >( g 
et contiennent la totalitd des cytochromes. 

Le contr61e au microscope 6lectronique 5 a r6vel6 que cette pr@arat ion membra-  
naire G 6tait constitu6e d 'un  rni, lange de fragments de membranes cytoplasiniques et 
de v6sicules issues des tubules m6sosomiques. L'activit6 spdcifique et l 'activit6 totale 
NADH-oxydase  de l 'homog6nat  H sont 3o lois plus faibles que les activitds homologues 
de la bact6rie enti6re (Tableau II).  L'activit6 sp(~cifique de la fraction rnembranaire G 
n 'est  que 16g4rement sup~rieure h celle de H. 

Ces faits nous ont incites it examiner les variations de l 'activit6 respiratoire et 
des caract~res morphologiques des cellules de B. sz¢btilis en fonction du temps de 
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T A B L E A D  I I  

ETUDE DE L'.~.CTIVIT~ N A D H - o x Y D A S E  (MESURI~E PAR SPECTROPHOTOMI'TRIE)  DES D I F F E R E N T E S  
FRACTIONS OBTENUES APRI£S LYSE DE /3. sublilis EN MILIEU HYPOTONIQUE 

L'activitd sp6cifique est exprimde en nmoles de N A D H  oxyddes par m i n e t  par mg de protdines. 

Matgriel A ctivit( A clivih~ 
spdcifique torah' 

/3. subtilis 55 ° 64 30o 
Homoggnat 19 2 22o 

Ghosts 45 4 ° o  
Surnageant 18 I 880  

T A B L E A U  I I 1  

VlTESSE DE RESPIRATION (natomes O2/min ET nag P O I D S  SEC) DE CELLULES DE B. subtilis AU COURS 
DE L 'ACTION DU LYSOZYME EN MILIEU t lYPO- OU HYPERTONIQUE (SACCHAROSE O.~ ~I) 

Aprbs 45 min d'incubation en milieu hypert(mique additionnd de lysozyme, les cellules de B. sub- 
tilis sont totalement transfornldes en protoplastes. 

Milieu de respiration Mil ieu  d'incubation 

Sans 5l i l ieu Mi l ieu  hypertonique + 
lysozyme hypoto- lysozyme 

nique + 
lysozy~ne 
5 m~n zo rain* 25 rain* 45 rain* 

Tampon phosphate 75 o 45 55 45 
Tampon phosphate + 

extrait de levure o.5 % 19o o i i o  9o 9 ° 

* Durde &incubation 5. 3 o°. 

contact avec le lysozyme en milieu hypotonique. Aussit6t aprbs l'addition du lysozyme, 
on constate que la respiration du bacille est consid6rablement frein6e et tend vers 
z6ro en moins de 5 min (Tableau III). En revanche, la d6sint6gration structurale des 
membranes n'est visible au microscope 61ectronique qu'apr~s IO min; elle pr&6de 
cependant de beaucoup la lyse compl6te de la paroi 2~. Ainsi le traitement de B. sub- 
tills par le lysozyme en milieu hypotonique se r6v~le tout ~ far  impropre k l'obtention 
de membranes cytoplasmiques ou m6sosomiques, puisque, dans ces conditions, Fin- 
t6grit6 morphologique et fonctionnelle de ces membranes n'est pas conserv6e. 

(2) M~thode de s@aration des membranes cvt@lasmiques et m~sosomiques apr~s 
traitement de la cellule de B. subtilis par le lysozvme en milieu hypertonique 

L%tude au microscope 61ectronique montre que la lyse de la paroi des cellules 
de B. subtilis par le lysozyme effectu6e en milieu hypertonique, 6rite l'alt6ration mor- 
phologique des membranes cytoplasmiques limitant les protoplastes; elle montre 
d'autre part que les tubules m6sosomiques sont lib6r6s dans le milieu 21. 

Une sbdimentation diff6rentielle du m61ange (protoplastes + m6sosomes) (cf. 
techniques) permet d'obtenir une s@aration grossi~re des membranes cytoplasmiques 
(FC) et m6sosomiques (FM). Des micrographies 61ectroniques des fractions membra- 
naires brutes FM et FC sont donn6es dans les Figs. 2 et 5. La fraction FC est constitu6e 

Biochim. Biophys.  Acta, 223 (107 o) 292 308 



298 B. FERRANDES el al. 

de membranes cytoplasmiques encore assez largement contamin6es par des tubules 
mdsosomiques et par des flagelles. La fraction FM est constitu6e de petites v6sicules 
r&ultant de la fragmentation des tubules m6sosomiques; certains tubules, encore non 
fragmen%s, restent accroch6s ~ un morceau de membrane cytoplasmique. La conta- 
mination de la fraction FM par les membranes cytoplasmiques, est tr6s variable 
d'une exp6rience ~t l'autre. La Fig. 2 correspond ~t une fraction particuli~relnent con- 
tamin6e. 

Apr6s 45 rain d'incubation en milieu hypertonique additionn6 de lysozyme, les 
cellules de B. subtilis conservent environ la moiti6 de leur activitd respiratoire (Ta- 
bleau III) et de leur activit6 NADH-oxydase  initiales (Tableau IV). 

Dans le Tableau IV sont indiqu~es aussi les moyennes des activit6s NADH-  
oxydase des fractions (P lys6s), FC, FM et $2 obtenues lors de plusieurs exp&iences. 
On voit que la s6dimentation des protoplastes et leur 6clatement par choc osmotique 
n'entralne pas une perte importante de l'activit6 NADH-oxydase  par rapport 

T A B L E A U  I V  

~TUDE DE L'ACTIVlTk N A D H - o X Y D A S E  (MESUR~'E PAR SPECTROPHOTOM~TRIE) DES DIFFkRENTES 
FRACTIONS OBTENUES APRES ACTION DU LYSOZYME SUR ~ .  subti[i$ PLACE EN MILIEU HYPERTONIQUE 

L ' a c t i v i t 6  sp~cifique est exprim~e en nmolcs  de N A D H  o x y d 6 e s  par rain ct par nlg de prot~ines.  
Les r4sultats  pr~sent~s ici repr~sentent  la m o y e n n e  de 6 experiences.  

Mat(riel d ctivitd d ctivit/ 
spdc~fique lotale 

t3. subtilis 600 60 ooo 

P ¢- M 34 ° 27 200 
P lysds  23 ° 18.500 
F C  9oo 7 5 ° o  
F M  I o o - 2 o o  6 o o - I  ooo 
$2 I I  900 

T A B L E A U  V 

ACTIVIT12, SP1~CIFIQUE SUCCINO-DI~SHYDROGI~NASE DES FRACTIONS MEMBRANAIRES CYTOPLASMIQUES 
OU MESOSOMIQUES BRUTES ET PUR1FI~ES PAR SI~2DIMENTATION EN GRADIENT DF, DENSIT]~ (SAC- 
CHAROSE) 

L'activit~ est exprim~c en nmoles  de DCIP  rdduites par min  et par mg de pro%ines; les r~sultats  
sont  rcpreductibles  ~ io  % pr6s. Bi lan ~ ( somme des act ivi t~s  totales  des fract ions  obtenues) / (ac-  
t ivitd totale  de la fraction initiale).  

Fraction A ctivitd Degrd de Fraction A ctivitd Degrd de 
spdcifique purification spdczfique purificatio~ 

I"C 15o i F M  57 i 

IC  o - -  I M  o - -  

2C 230 1. 5 2M 24 0. 4 
3C 655 4.4 3M 390 6.8 
4 C 515 3.4 4 M 38o 6.6 
5 C 41o 2.7 
6C 380 2.6 

Bilan i o o  o! B i l a n  9 I  % /o 
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(P + M). Le fractionnement du lysat des protoplastes donne une fraction soluble $2, 
dont l 'activit6 sp6cifique est extr~mement faible et une fraction membranaire FC 
dont l 'activit6 sp6cifique est environ 4 fois sup6tieure ~ celle de (P lys6s). Quant 
l 'activit6 sp6cifique de la fraction m6sosomique brute FM (obtenue par s6dimentation 
du surnageant SI des protoplastes), elle est de 4.5 & 9 fois plus faible que celle de la 
fraction FC. 

(II) Purification des fractions membranaires cyt@lasmiques et mdsosomiques brutes par 
sddimentation en gradient de densitd ; caractdrisation morphologique des fractions purifides 

Apr~s avoir s6par6 les fractions brutes FC et FM, nous nous sommes propos6s 
de les purifier en vue de mieux d6finir quelles activit6s 6talent pr6f6rentiellement 
associ6es aux membranes cytoplasmiques et aux membranes m6sosomiques. 

Ces purifications ont 6t6 r6alis6es ~ part ir  de cellules de B. subtilis cultiv~es 
en milieu synth6tique glucos6. 

Les premiers essais de purification ont 6t6 effeetufs par centrifugation en gra- 
dient diseontinu de densit6 de Vasurix 50 (d = I.IO; 1.15; 1.2o; 1.25); les fractions 
obtenues 6taient morphologiquement homog~nes et le bilan des activit6s enzymatiques 
6tudi6es, satisfaisant. Cependant, ce proc~d6 n 'a  pas dtd retenu ear le Vasurix pr6sente 
l'inconv6nient d'absorber tr6s fortement ~ Jt = 280 nm et de r~agir avec le rdactif de 
Folin, ce qui rend impossible le dosage des prot6ines et le calcul des activitds en- 
zymatiques spdcifiques. 

Un gradient discontinu de saccharose (d = I.IO; 1.15; 1.2o; 1.25) donne des 
zones de s~dimentation reproductibles, identiques ~ celles obtenues en gradient de 
Vasurix, et ceci en un temps relativement court (4 h), compatible avec la fragilitd des 
syst6mes enzymatiques 6tudifis. 

Chacune des zones de ces gradients a et6 examinde au microscope 61ectronique. 
Dans le cas dufractionnement de F M  il y a toujours eu s6paration en trois bandes 

dont deux bandes opalescentes principales: 2M et 3M (Fig. I). D'apr6s les examens 
au microscope 61ectronique, la zone 2M (Fig. 3) parait  constitu6e essentiellement de 
vfsicules plus ou moins gonfl6es et de tubules m6sosomiques opaques aux 61ectrons 
et de quelques rares fragments de membranes cytoplasmiques contaminantes. La 
zone 3M (Fig. 4) est constitu6e de quelques tubules m6sosomiques et de fragments 
membraneux de tr6s petites tailles, transparents aux 61ectrons. La pr6sence de fla- 
gelles fix6es h certaines de ces v6sicules indique qu'une partie de ces structures cor- 
respond h des fragments de membranes cytoplasmiques. La zone 4M, tr~s faible, n 'a  

FC FI 

2 ~  1.10 2c -1.1s 
0 . . . . .  

4c 1.2o 

1M 
~/#/x///#/a. 2M 

3M 
4M 

Fig. i. Pur i f icat ion en g rad ien t  d i scon t inu  de densi t6  (saccharose) des f rac t ions  b ru tes  cy top las -  
m iques  FC et  mdsosomiques  FM isol@es de  B. subtilis. 
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SYSTEMES MEMBRANAIRES DE B. subtilis 3Ol 

pu ~tre 4tudi6e morphologiquement. L 'examen au microscope 61ectronique de la zone 
I M n 'a  r6v616 aucune structure. 

Darts le cas du fractionneme~t de FC (Fig. I) les observations au microscope 
61ectronique out donn6 les r6sultats suivants. La zone IC, qui se prdsente tr6s nette- 
ment sous la forme d'un anneau jaune assez foncG non opalescent, ne contient aucune 
structure. La zone 2C (Fig. 6) est constitu6e par des v6sicules et des tubules m6soso- 
miques contamin6s par quelques membranes cytoplasmiques. La zone 3C (Fig. 7) 
est constitu4e par des mnemnbranes cytoplasmiques pratiquement pures, de taille et 
de forme r6guli6re; de tr6s rares tubules ln6sosomiques et quelques flagelles conta- 
minent cette pr@aration. Les zones 4C, 5C et 6C contiennent des morceaux de mem- 
branes cytoplasmiques de taille et de forme variables (Fig. 8), tr6s d6chiquet6es, sans 
aucune structure m6sosomique. Enfin, le petit culot se formant lors de la purification 
de FC contient un m61ange de structures tr6s complexes. 

On doit remarquer que, quelle que soit la fraction membranaire brute (cyto- 
plasmique ou m6sosomique) de d@art,  les membranes m6sosomiques se trouvent 
toujours ~ la frontigre des densit6s 1.1o-1.15 et que lesmembranes cytoplasmiques 
flottent toujours sur la couche de densit6 1.2o. Cette diff6rence de densit6 des mem- 
branes pourrait s'expliquer par le fait que le rapport  lipides/prot6ines est plus 61ev6 
dans les membranes m6sosomiques que dans les memnbranes cytoplasmiques. Les 
fractions membranaires tr6s altfr6es dont la densit6 varie entre 1.2o et 1.25 corres- 
pondraient ~ des fractions ayant  perdu des quantit6s plus ou moins grandes de lipides. 

Bilan protdique de la puril%ation des membranes: Pour une quantit6 donnde 
de cellules de B. subtilis, on trouve que le rapport  prot6ine FC/prot6ine FM = 5 a IO. 
Apr6s purification de ces fractions brutes, la somme des quantit6s de prot6ines retrou- 
vfes dans les diff6rentes zones de s6dimentation, soit de FC, soit deFM, repr6sente 
environ 8o {t 8 5 % des prot6ines traitdes. Compte tenu des observations au microscope 
61ectronique, on trouve que le rapport  ~prot6ines membranaires cytoplasmiques 
(3C + 4C + 5C + 6C + 3M + 4M)l/Iprot6ines mellibranaires mdsosomiques (2M + 
2C)! varie de 1.5 it 2. 

L'6cart important existant entre ces deux rapports provient de ce que FC est 
notablement contamin6 par des v6sicules ou des tubules m6sosomiques et par des 
prot6ines solubles (se s@arant,  lors du passage sur gradient, sous forme de l 'anneau 
]aune fonc6 I C) alors que FM est relativement peu contamin6 (que ce soit par des 
membranes cytoplasmiques ou par des prot6ines solubles adsorb6es). 

Ell conclusion il apparait  que la cellule de B. subtilis dolt contenir, dans les 
conditions de culture employ6es, environ 2 lois plus de prot6ines membranaires cyto- 
plasmiques que de protfines memnbranaires m6sosomiques, 

Figs. 2- 4. Fract ions membranai res  de B. subtilis observ6es en contraste  n6gatif, nlc, membrane  
cytoplasmique;  ram, membrane  m4sosomique; f, flagelle. 

Fig. 2. Fract ion membranai re  m6sosomique brute  FM contenant  des tubules m6sosomiques et des 
f ragments  de membranes  de tailles diffdrentes. On peut  observer un tubule (mm) encore at tach6 

un f ragment  de membrane  (mc). × 47o0o. 

Figs. 3 et 4- Fract ions obtenues par  centrifugation de FM en gradient discontinu de saccharose, 
Fig. 3. Zone zM contenant  un iquement  des m6sosomes, principalement sous forme de 

v6sicules, on re t rouve quelques tubules de faible longueur. × 66ooo. 
Fig. 4. Zone 3M contenant  k la Iois des v6sicules m6sosomiques et des f ragments  de 

membrane  cytoplasmique.  Sur certains fragments,  un flagelle f e s t  rest~ fix~. × 35ooo. 
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(III) Caracterisation biochimique des fractions obtenues 
Les diff6rentes fractions obtenues par s6dimentation en gradient de densit6 

out 6t6 6tudifes en ce qui concerne leurs activit6s succino-d6shydrog6nase, suceino- 
oxydase et NADH-oxydase. 

(I) Activitds succino-d~shydrog~nase et succino-oxydase 
(a) L'activit6 sp6cifique succino-d6shydrog6nase des fractions rfsul tant  de la 

purification de FC et FM est donn6e dans le Tableau V. Les valeurs des bilans portant  
sur cette activit4 montrent qu'eUe est tr~s stable. Les activit6s sp6cifiques et les degr6s 
de purification obtenus sont donc tr6s significatifs. 

La fraction 3C, ne contenant pratiquement que des membranes cytoplasmiques, 
a l 'activit6 spfeifique la plus 61ev6e. Les fractions 4C, 5C et 6C (membranes cytoplas- 
miques dfehiquet6es) poss6dent une activit6 succino-dfshydrog6nase un peu moindre 
que la fraction 3C. La fraction 2M, compos6e uniquement de membranes m6sosomi- 
ques, a une aetivit4 sp6cifique 2 lois plus faible que la fraction initiale FM, et 30 fois 
plus faible que les membranes cytoplasmiques purifi6es 3C. En revanche, la fraction 
3M, contenant des membranes eytoplasmiques, a une activit6 spgcifique 7 fois plus 
61ev6e que la fraction m4sosomique brute FM dont elle est issue. Enfin, les fractions 
IC et IM ne poss~dent aucune activit6 succino-d6shydrog6nase. 

TABLEAU VI 

ACTIVITIES SPI~CIFIQUES NADH-oXYDASE (MESURE POLAROGRAPHIQUE) El" SUCCINO-OXYDASE 
(natomes O2/min ET ulg PROTI~INES) DE MEMBRANES TOTALES ISSUES DE CELLULES DE B. subtilis 
CULTIVI~ES EN PRI~SENCE DE DIFF~RENTES SOURCES DE CARBONE 

Milieu de culture # NADH-oxydase Succino-oxydase 

Complexe 1.5 196° 67 
Complexe glucose 3 2060 7 
Synth6t ique glucose 0.9 83 ° 7 

(b) L'activit6 succino-oxydase (Tableau VI) des fractions membranaires brutes 
FC et FM, ou des membranes totales MT (issues de B. subtilis cultiv6 sur milieu glucos6 
synth6tique ou complexe) 6taut extr~mement faible, elle ne peut 6tre d6termin6e que 
sur une quantit6 importante de mat6riel (environ 5 mg de prot6ines). C'est la raison 
pour laquelle il ne nous a pas 6t4 possible de doser eette activit6 d'une faqon pr6cise 

Figs. 5 8. Fract ions membranaires  de B. subtilis observ~es en contraste  n6gatif, mc, membrane  
cytoplasmique;  ram, membrane  m6sosomique. 

Fig. 5. Fract ion membranai re  cytoplasmique brute  FC contenant  encore de nombreux  tubules 
m4sosomiques. La taille des menlbranes est en g4n4ral de l 'ordre de celle des protoplastes;  les 
m6sosomes se sont  fragnlent6s mais on t rouve encore de nombreux  tubules. × 43000. 

Figs. 6 8. Fract ions obtenues par  centrifugation de FC en gradient discontinu de saccharose. 
Fig. 6. Zone 2C contenant  des f ragments  de membranes  et des mEsosomes sous forme de 

tubules de diff~rentes longueurs. × 48000. 
Fig. 7. Zone 3C; membranes  cytoplasmiques de tailles diff6rentes associ6es k de rares 

mdsosomes ; il est quelque fois difficile de savoir si les tou t  peti ts  f ragments  de membranes  observ6s 
proviennent  de la membrane  cytoplasmique ou de v6sicules m6sosomiques 6clatds. × 400o0. 

Fig. 8. Zones 4 C, 5C, 6C; membranes  compl6tement  d6chiquet~es formant  quelquefois 
de longs rubans.  ;K 20000. 
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sur cfiacune des diffdrentes zones des gradients de purification. Nos mesures montrent  
cependant que cette activit6 est r@artie de la mOme fagon que l 'activitd succino- 
ddshydrogdnase. 

11 convient toutefois de noter que si B. subtilis a 6t~ cultiv(~ en nfilieu complexe 
en absence de glucose, l 'activit6 succino-oxydase des membranes totales augmente de 
9 lois alors que l 'activit~ NADH-o×ydase  ne varie pas (Tableau V1). I1 apparait  donc 
que la pr6sence de glucose dans le milieu de culture de B. subtilis exerce un eflet 
r(,presseur sur la synth6se de la succino-d6shydrog6nase. Un effet r@resseur du glucose 
s 'exergant sur la synth6se d 'autres  enzymes du cycle des acides tricarboxyliques a 
d(@ 6t6 signal62~ et nous-m6me avons constat6 cet effet r6presseur en ce qui concerne 
l 'aconitase, la fumarase et la malate-d6shydrog6nase. 

(2) Activit~ NADH-ox3,dase 
Si l 'on dose simultan6ment cette activit6 sur un m&ne matdriel, aussit6t apr6s 

sa sortie du congdlateur (--2o°),  par les deux mdthodes ddcrites au chapitre des 
techniques, on volt qu'il y a stoechiomfitrie entre la quantit6 de NADH ddshydrog6n~ 
et la quantitd d 'oxyg6ne consomm6 (Tableau VII) .  Si les dosages ne sont pas effectu6s 
simultan6ment,  on ne retrouve plus la stoechionl6trie des deux rdactions. E tan t  donnd 
que la valeur de chacune de ces deux activit6s ddterminde sur un matdriel conservd 
h o-4 °, diminue en fonction du temps, les (:carts observ6s entre les deux types de me- 
sure d'activit6 NADH-oxydase  effectu6es non simultan6ment sont ~/ mettre sur le 
compte de l 'altdration des pr@arat ions  membranaires.  

TABLEAU VII 

CONCORDANCE DES MESURES D'ACTIVITES - N A D H - o X Y D A S E  EFFECTUEES S1MULTANI~AMENT PAR SPEC- 
TROPHOTOM£TRIE (nmoles NADH OXYDI~ES PAR min ET I l lg  PROTI~INES)ET PAR POLAROGRAPHIE 
{natomes O,2/min ET I]lg PROTI;;INES) SUR DIFFI£RENTES FRACTIONS MEMBRANAIRES DE d~. sztbtilis 

Fraclion A ctivitd NA DH-oxydase 
~rtesz~gg'e par  

Spectrophotomdtrie Polarographie 

I:C 830 860 
FM ~88 189 
Melnbranes totales ~ooo io4o 

Malgr6 l'instabilitfi de l 'activit6 NADH-oxydase,  nous avons e s s a y ( , -  en tra- 
vaillant aussi rapidement que p o s s i b l e - - d e  la doser syst~qnatiquement sur toutes 
les bandes des gradients de purification. Les rbsultats obtenus sont donnds dans le 
Tableau VII I .  Pour  les zones IC et i3I, les deux activitds spdcifiques sont extr~,meinent 
faibles par rapport  h celles des fractions initiales. Les fractions 2M (membranes mdso- 
somiques purififies) et 2C, ont des activit~s sp@ifiques tr6s net tement  inf6rieures it 
celles des fractions brutes initiales FM et FC. Malgr6 les pertes d 'act ivi t (s  signal(es 
plu's haut, on voit clairement que l 'activit~ de la fraction 3C est de 2 it 3 fois sup6rieure 
h celle de la fraction brute initiale FC, D 'aut re  part, la zone 3 M, issue de la fraction 
mOsosomique brute FM, et contenant  des membranes cytoplasmiques, prdsente une 
activit6 NADH-oxydase  5 ~ 6 fois plus dlevde que FM. Quant  aux fractions mem- 
branaires 4 C, 5C et 6C, bien que correspondant ~ des membranes cytoplasmiques 
trbs altdries elles conservent des activit('s 61evdes. 
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T A B L E A U  V I I I  

ACTIVITIES SPI~CIFIQUES NADH-oxYDASE DES FRACTIONS MEMBRANAIRES CYTOPLASM1QUES OU 
MI~SOSOMIQUES BRUTES lET PURIFII~ES PAR SI~DIMENTATION lEN GRADIENT DE DIENSITt~ (SACCHAROSE) 

ASI: ac t iv i t6  spdcifique mesur6e pa r  spec t ropho tomdt r i e ;  nmoles  de N A D H  oxyddes pa r  min  et  
pa r  mg de protdines.  ASII : ac t iv i td  spdcifique nlesur6e par  po la rographie  ; na tomes  O., consommes  
pa r  rain e t  pa r  mg de protdines.  D P t  e t  DPII :  degr~s de purif icat ion correspondants .  Bi lan :  cf. 
Tableau  V. Les mesures  spec t ropho tomdt r iques  et  po la rograph iques  de l ' ac t iv i td  N A D H - o x y d a s e  
(moyenne de 3 expdriences) n 'on t  pas  6t6 rdalisdes dans  des cendi t ions  r igoureusement  s imul-  
tandes,  ce qui  expl ique  l ' absence  de s toechiom6tr ie .  Ces r6su l ta t s  m o n t r e n t  cependan t  c la i rement ,  
que la rdpa r t i t i on  des ac t iv i t6s  en t re  les diffdrentes fract ions,  est  la m6me. 

Fraction Activitd 2\rADH-oxydase Fraction Activitd NADH-oxydase 

ASt DPx ASli  DPlt AS, DPI ASIz DPII 

FC 830 i 860 i FM 188 i 189 i 
IC i8  o.o2 12 O.Ol 4 IM 3o o.16 43 o.23 
2C 207 0.25 425 0.49 2M 64 o.34 9o 0.48 
3 C 165o 2.0 264o 3.1 3 M 1t6o 6.2 860 4.6 
4 C 125o 1. 5 174o 2.0 4 M 18oo 9.6 157o 8. 3 
5 C lO6O i .3 166o 1. 9 
6C 9o0 i . i  144o 1. 7 

B i l an  35 % 55 % Bi lan  91 ~O 8I ~O 

I1 ressort de ces mesures que la fraction membranaire cytoplasmique la plus 
pure 3C est, en ee qui concerne cette activit6, environ 3o fols plus active que la fraction 
membranaire m6sosomique la plus pure 2M. 

DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

Nous avons mis au point une m~thode permettant  de s@arer et de purifier les 
membranes cytoplasmiques et les membranes m6sosomiques de B. subtilis dans un 
bon 6tat d'int6grit6 morphologique et fonctionnelle. 

Comme nous l 'avons expliqu~, il a fallu 6viter de faire agir le lysozyme en milieu 
hypotonique puisque, dans ces conditions, il provoque non settlement la dislocation 
des membranes, mais aussi une perte tr6s importante et presque immediate de l'ac- 
tivit6 respiratoire. I1 semble en effet, qu'en milieu osmotiquement faible, l'int~grit6 
des membranes (si~ge de l'activit6 respiratoire) est 6troitement li6e ~ l'int6grit6 de 
la paroi ~3. En revanche, quand le lysozyme agit en milieu hypertonique, suivant la 
m6thode propos6e au chapitre des techniques, les structures membranaires restent 
dans un bon 6tat d'int6grit6 morphologique et conservent une fraction importante de 
l'activit~ respiratoire. I1 devient d~s lors possible de s@arer des fractions membra-  
naires cytoplasnfiques (FC) et m~sosomiques (FM) morphologiquement bien dis- 
tinctes; l'activit6 NADH-oxydase de FC 6tant de 5 h IO fois sup6rieure ~ celle de FM. 

La purification, par s6dimentation en gradient discontinu de densit(" de sac- 
charose, de ces deux fractions membranaires brutes a permis d 'obtenir d'une part  une 
fraction 3C constitube de membranes cytoplasmiques, morphologiquement tr~s homo- 
g~ne, et d 'autre part,  une fraction 2M ne contenant que de petites v6sicules issues 
de la fragmentation des tubules m6sosomiques. Les mdsosomes purifi6s (2M) ont des 
activit6s succino-d6shydrog6nase et NADH-oxydase tr~s faibles. Au contraire, les 
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activit~s des membranes cytoplasmiques purifi6es (3C) sont de 3 ~t 5 lois sup6rieures 
/t celles de la fraction brute FC et 3 ° fois sup~rieures ~ celles des m6sosomes purifi~s 
(2M). Ces rfisultats sont en accord avec l'~tude spectrale de ces fractions 6tablissant 
d'une part que les membranes m~sosomiques sont riches en enzymes h~matiniques 
(dont les caract~res font l'objet d'une prochaine 6tude) et d'autre part que les mem- 
branes cytoplasmiques sont elles aussi riches en enzymes h6matiniques*, en cyto- 
chrome (a + a3) en particulier 24. 

Ils sont bgalement en accord avec ceux d'une 6tude cytochimique TM, en pr6sence 
de tellurite de potassium (qui semble fitre un bon r6actif de la chalne respiratoire ~5) : 
les d@6ts de tellure sont exclusivement localisds sur la membrane cytoplasmique 
et ne sont jamais observ6s au niveau des tubules mdsosomiques, aussi bien dans le 
cas de coupes de cellules enti~res que dans le cas de coupes de protoplastes. 

Les diff6rents auteurs qui, jusqu'ici, ont tent6 d'effectuer sur plusieurs types bact~- 
riens des s@arations membranaires (Tableau I) parviennent aux m~mes conclusions 
g6ndrales. Toutefois, les m6thodes de s@aration qu'ils ont employ6es ne leur ont pas 
pennis d'isoler les membranes m6sosomiques et les membranes cytoplasmiques, bien 
individualis6es du point de vue morphologique et enzymatique. 

Utilisant une m6thode voisine de celle que nous avions proposde 5, Roci~Rs 
et alY ont obtenu, ~t partir de cellules de Bacillus licheuiformis, des fractions membra- 
naires brutes cytoplasmiques et m6sosomiques. Ils trouvent, comme nous, que l'ac- 
tivit6 succino-d6shydrog6nase est associ6e 5 la fraction FC. UltOrieuremenO ~, leur 
tentative de purification ~ l'aide de gradients lin6aires de densit6 (CsC1 pour FM et 
saccharose pour FC) leur a donnd, pour chaque fraction membranaire brute, deux 
sous-fractions respectivement situ6es aux deux m6mes valeurs de densxt6 (d = 1.25 
et d > 1.26) ne se distinguant clairement l'une de l'autre ni par leurs caractbres 
morphologiques, ni par leurs activit(~s enzymatiques sp6cifiques. 

Certains auteurs3, a~ ont tent~ de s@arer les membranes cytoplasmiques des 
membranes m6sosomiques, en une seule &ape, ~t partir des membranes totales. Ainsi, 
GHoSI~ ET MURRAY ~2 ont obtenu k partir de Listeria monocytogenes une fraction mem- 
branaire cytoplasmique et une fraction membranaire m~sosomique apparemment peu 
contamin6e du point de vue morphologique; cependant, la forte activit~ NADH- 
oxydase de la fraction m6sosomique indique que son degr6 de purification est in- 
fdrieur it celui que nous avons obtenu avec B. subtilis. 

Enfin, il faut signaler qu'en 1968, SAR(;ENT et al. s ont ntis au point une technique 
rapide et efficace de s@aration, en petite quantit6, des membranes m~sosomiques et 
des protoplastes de B. liche~¢iformis. Le fait que la difference entre les activitds 
NADH-d~shydrog6nase de ces deux fractions est becaucoup plus grande que celle 
existant entre nos fractions FM et P lys~s (Tableau IV) conduit k penser que la frac- 
tion membranaire m~sosomique obtenue par ces auteurs est moins contamin~e par 
des membranes cytoplasmiques que notre fraction FM. 

En conclusion, la technique de s@aration et de purification des membranes 
m6sosomiques d'une part, et cytoplasmiques d'autre part, que nous avons raise au 
point sur B. subtilis, permet d'obtenir des fractions bien caract6ris6es morphologique- 

* En effet, l '~ tude  spect ra le  de tr~s nombreuses  f ract ions:  FM, FC, 2M, 3 M, 2C, 3C etv . . . .  
nous a condu i t  5~ reconnat t re  que le spect re  hdma t in ique  trOs peu accentu~ que nous avions  en- 
registr~ pour  FC (ref. 5), ddpenda i t  de l ' inhomogdn~itd de la r6par t i t ion  des par t i cu les  meinbra-  
naires  dtal~es en t re  deux  lames  sous une 5paisseur  de o. 4 ram. 
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ment et enzymatiquement. I1 apparait notamment que l'activit6 succino deshydro- 
g6nase des membranes cytoplasmiques purifi6es est 3o fois plus grande que celle des 
membranes m6sosomiques purifi6es. L'6tude de l'activit6 NADH-oxydase montre 
6galement, malgr~ la fragilit6 de cette activit6, qu'elle est beaucoup plus 61ev6e 
(de l'ordre de 3o fois) dans les membranes cytoplasmiques que dans les membranes 
m6sosomiques. 

ngsuMg 

I. A partir de la mGthode de fractionnement de la cellule de Bacillus subtilis 
prGc6demment proposGe 5 permettant de s@arer une fraction membranaire cytoplas- 
mique FC et une fraction membranaire mGsosomique FM, il a 6t6 mis au point une 
mGthode de purification, par centrifugation en gradient discontinu de densit6 de 
saccharose, de chacune de ces deux fractions brutes. L'Gtude au microscope 61ectro- 
nique des membranes cytoplasmiques (3C) et des membranes mGsosomiques (2M) 
ainsi obtenues montre que ces pr@arations sont morphologiquement tr~s homog~nes. 

2. Les membranes m6sosomiques purifides (2M) sont presque totalement d6- 
pourvues des activit6s succino-d6shydrog~nase et NADH-oxydase. Les membranes 
cytoplasmiques purififies (3C), dont les activitfis sont nettement plus 4lev4es que 
celles des fractions brutes FC et FM, poss~dent des activit6s spficifiques 3o lois sup~- 
rieures ~ celles des membranes m6sosomiques purifi{es (2M). 

3. Les exp6riences r6alis6es ont donn6 l'occasion de constater que le niveau tr6s 
faible des activit6s succino-d6shydrog6nase et succino-oxydase observfies chez B, sub- 
tilis cultiv6 sur milieu glucos6, d@end de la r@ression de la synth~se de la succino- 
deshydrog6nase. 
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