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SUMMARY 

The cvtochromes of  cytoplasmic and mcsosomal membra,~es of Bacil lus subtihs 

The cy top lasmic  membranes  and the mesosomal  membranes  of Bacillus subtilis 
were sepa ra t ed  b y  means of a me thod  previously  described and it was shown tha t :  

I.  The cytoplasnl ic  membranes  conta in  exclusively the cytochromes ~a~a, ~s~v 
and a~00 (a + aa) and  possess high N A D H  oxidase,  succino-dehydrogenase,  succino- 
oxidase and (ascorbate  q - N , N , A " , A ' - t e t r a m e t h y l - i , 4 - p h e n y l e n e d i a m i n e  (TMPD)- 
oxidase act ivi t ies .  

2. The mesosomal membranes  contain exclusively the cvtochromes ~5~8..~ and 
a.~el.> Their  succino-oxidase ac t iv i ty  is p rac t ica l ly  nil; ne i ther  cy tochrome is reducible 
bv  succinate.  On the con t ra ,  y, their  NADH-ox idase  and (ascorbate ! TMPD)-  
oxidase act ivi t ies  are compara t i ve ly  higher;  both  cytochromes can accept electrons 
from NADH and (ascorbate + TMPD). 

INTI~OD UCTI( )N 

I / ensemble  des recherches que nous poursuivons depuis plusieurs anndes l-a, 
sur Bacillus subtilis, dans  le bu t  de connai t re  la r( ,part i t ion,  dans les membranes  cvto- 
plasmiques ou mdsosomiques,  des cvtochromes (a54s..~; asia; asav; as,~.a; %o0 a ~- aa) 
ntis en dvidence chez ce microorganisme 4 et leurs r61es respectifs,  nous a prdc6demment  
condui ts  : 

A ntet t re  au point  une technique de sdparat ion re la t ivement  grossit 're de frac- 
t ions cy toplasmiques  et m6sosomiques brutes  ~, et ensuite une technique de purif icat ion 
de ces fract ions pa r  sddimenta t ion,  en gradient  de densitd de saccharose ~. Cette 
seconde dtape a permis  d 'ob ten i r  des membranes  mdsosomiques et cytoplasiniques 
purifides, mort)hologiquement et fonct ionnel lement  bien dis t inctes  2. 

Les expdriences ddcrites dans le p~dsent t r ava i l  se r appor t en t  5 l 'd tude de la 
rOparti t ion des act ivi tds NADH-oxydase ,  succino-oxvdase et (ascorbate - - T M P I ) ) -  

Abbr6viations: TMPD, N,N,N',N'-tetram6thyl-I, 4 ph6nylbnedian~inc; PMS, ph6nazinc 
m6thosulfate; DC1P, 2,6-dichloroph4nol indophdnol; HOQNO, 2-n-heptyl-4-hydroxyqumoline- 
N-oxyde. 

Z~iochim. 13iophys. Acla, 250 (~97-') 54 ~ -564 
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oxvdase et de la r@mtition des cytochromes dans les fractions membranaires cvto- 
plasmiques d'une part, et mdsosomiques d'autre part, purifldes ,~ partir de B. sub- 
tills. 

M.\TI"IIlI:A. 1~;T MI~TH()DES 

Produits utiIis?~s 
Lysozyme, \Vortlfington Biochem. Corp.; desoxyribonucldase, Fluka; nic¢~- 

tinamide-addnine dinucl&~tide rdduit (NADH), Boehringer; succinate de sodium, 
Prolabo; L(J-)-ascorbate de sodium, Fluka; N,N,N',N'-tetramdthyl-i,4-phdn~,lbue- 
diamine (TMPD), Fluka; ph('nazine mdthosulfate (PMS), Aldrich; 2,6-dichlorophdnol 
indophdnol (DCIP), Fluka: 2-~z-heptyl-4-hydroxyquinoline-N-oxyde (HOONO), 
Si.~ma. 

Nouche, comtitio~zs de culture 
B. subtilis SMY a ~t6 cultiv~ sur milieu liquide convplexe non-glucosd, suivant 

des conditions ddj/t d6crites 2. I.es cellules sont rdcolt(,es au cours de la phase expo- 
nentielle de croissance. 

La pr@aration des fractio~zs membra~zaires brutes 
La pr('paration de la fraction cytoplasmique et de la fraction m(,sosomique et leur 

purification par centrifugation en gradient de densitd ont ('t6 effectu(,es d'apr~s la 
technique ddcrite prdcddemment". 

Mesures des activitds enzymatiques 
Les activit6s NAI)H-oxydase, succino-oxydase et (ascorbate + TMPD)-oxydase 

sont mesur6es potarographiquement selon les m6thodes ddjh d~crites", et exprimdes 
en natomes d'oxyg6ne consommds par minute et par mg de protdines. Lors de l'emploi 
d 'un inhibiteur, celui-ci a toujours 6t6 introduit dans la suspension de membranes 
avant l'addition du substrat. L'activit( ~ succino-ddshydrogdnase a dt6 dosde par la 
mdthode ddcrite 2. 

Etude qua~titative des proprigtds spectrales 
A tcmpOrature ordinaire; spectres de diffdrence rdalisgs sur des suspensions particulaires 

Les spectres de diff6rence (forme r6duite contre forme oxyd6e) des diff6rentes 
fractions membranaires, utilis6es sous forme de suspensions (2 ~ 4 mg de prot~ines 
par nil), plac6es dans des cuves de o.5 ou I cm de trajet optique, ont (,t6 enregistr(,es 
avec un spectrophotom6tre LERES (type SPILA DMS). Les h(~moprot(,ines, pr6sentes 
dans ces membranes, sont, en g(,n6ral, ~ l'6tat oxyd6. Si les h6moprot6ines se trouvent 
h l'~,tat r6duit, on 6puise les substrats endog~nes en soumettant ~ un harborage d'air 
la suspension membranaire. 

Lots de chaque enregistrement, il est ndcessaire d'6tablir d'abord la ligne de 
base (membranes oxyddes/membranes oxyd6es). Puis le eontenu de la cure de mesure 
est rdduit soit par le dithionite, soit par addition d 'ua substrat: NADH, succinate ou 
(ascorbate + TMPD). Darts la zone d'absorption des bandes 7 des cytochromes, les 
spectres ont dtd enregistr6s avec 5o % ou 2o % de transmission en utilisant les 6chelles 
d'expansion et, darts la zone des bandes fl et ~, avec 2o % et IO % de transmission. 

Biockim. Biophys. Acla, 256 (i972) 54 s 504 
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Une es t imat ion  quan t i t a t i ve  des hdmoprotdines n 'est  possible qu 'aprbs  tin( • 
soigneuse rectif ication,  point  pa r  point,  des spectres obtenus,  par  r appor t  i~ la ligne 
de base. 

Quand l ' e s t imat ion  est faite i~ par t i r  du spectre des bandes  ?~ on ddternline:  
dans  le cas des cytochromes  de type  (b + c), la diff&ence d ' absorp t ion  entre  2 --  
427 nm (pic ~ d 'absorpt ion)  et ~ - 47 ° n m  (point  isobeste);  dans le cas des cvt()- 
chromes (a ~-- aa), la diffdrence d ' absorp t ion  entre 443 et 47o rim. 

L ' e s t ima t ion  quan t i t a t ive  des hd'moprotdines n 'es t  pas toujours  possible direc- 
tement/a  pa r t i r  de l ' absorp t ion  des bandes  ~ car les ph6nom~nes de diffusion sont nloins 
bien compensOs. Pour proc6der ~ cet te  es t imat ion  dans le cas des cytochromes  (b -- c), 

558 nm, il est d ' abo rd  nbcessaire de t racer  une ligne de rdfdrence entre les ab- 
sorpt ions "a ). -- 54o nln et ), 58o nm, puis de nlesurer la diffdrence entre l ' ab-  
sorpt ion /t ;t = 558 nm et cet te  droi te  de rdfdrence. Darts le cas des cytochromes 
(a + aa), ~ = 6oo nm, la ligne de r~f~rence est trac~e entre  2 == 58o nm et 2 = 625 rim, 
puis on mesure la difference d ' absorp t ion  entre 2 == 6oo nm et cet te  droi te  de r6f~rence. 

L ' absorp t ion  spdcifique a ~t( ~ calcul('e en r amenan t  les diff&ences indiqu6es 
ci-dessus au mg de protdine,  pour un t r a je t  opt ique de I cnl. 

A basse tempdrature 
Les speetres ~'~ basse tempdra ture  des difff'rentes fractions membrana i res  dtu- 

dides, ont  6tb rdalisds h l 'a ide du spect rophotom+tre  enregis t reur  L E R E S ,  suivant  
la technique ddcrite par  LaBBE ]~r CuaIX ~. ke  spectre d ' absorp t ion  est enregistrd en 
ut i l i sant  l ' expanseur  d'dchelle sur la posi t ion IO °o de t ransmission (environ o.o 5 .1 
sur 20 cm de papier  d 'enregis t rement) .  Les spectres des dtats  d'(~quilibre pit~gds 
basse tempdra ture  ( " t r apped  s t eady  s ta te")  ont  (~t6 r6alisds/t  t 'a ide du m6me matdriel .  

Sur le spectre des diffdrentes fract ions membrana i res  5~ l '6 ta t  to ta lement  rdduit  
(dithionite) ,  nous avons tent6 d 'es t imer ,  d 'une  faqon semi-quant i t a t ive  chacun des 
eytochromes prdsents, en caleulant  l ' absorpt ion  sp~cifique (hauteur /mg protdine) pour 
chacun des pies d ' absorp t ion  (c~4s. 5, c%53, :~aT, c~6~.~, ~n0u) d(,cel6s h basse tempSrature  
chez I~. subtilis. 

Nous avons aussi calcul6 le pourcentage de rdduct ion des diffdrents ey tochromes  
en prdsence de N A D H ,  suceinate,  (ascorbate + TMPD),  pendant  l '6tat  d 'dqui l ibre  
adrobie ou dans l '6tat  anaOrobie, en prenant  pour r(4drence la rdduct ion totale  ob- 
tenue en prdsence de di thioni te .  

Etudes spectrales avec un spectrophotom~tre ~ double longueur d'on&' .tmi~zo- 
Chance: &helle de transmission z % ou 2 °o 

L'd tude  cindtique de rdduction des cytochromes a dtd rdalisde "X 3 ° ;  la rdact ion 
est ddclanchde par  l ' add i t ion  du substra t ,  

13ilan de purification des fractious membranaires cytoplasmiqucs et mdsosomiques brutes 
par sSdimentation en gradient de densitd; degr8 de purification des sous-fraetions mem- 
branaircs cvloplasmiqm's c! m~sosomiqucs 

AprOs purif icat ion des fractions cytoplasmiques  ou mdsosomiques par s6dimen- 
ta t ion  sur gradient  de saccharose, nous avons ealeuld, pour chaque activi t6 enzyma-  
t ique 6tudide, l 'act ivi t ( '  spdcifique et l 'act ivi t6  to ta le  de chaque sous-fract ion mem- 
branaire.  Ceci nous a permis de ddterminer  le bilan de la purif icat ion 2. Pour  cllaque 
sous-fraction membrana i re  obtenue,  nous avons 6galement tent6 d 'appr6cier  un 
degrd de purif ication.  Le degrO de purif icat ion correspond au r appor t  entre  activitd 

14iochim. t4iophy.,..4c¢a, 256 (r972) 54 ~ -5(;4 
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sp6cifique, ou absorption spdcifique, de la fraction considdr6e et activitd sp6cifique, 
ou absorption sp6cifique, de la fraction brute dont elle est issue. 

Le dosage des prot6ines a dt6 effectud par la mdthode de LowRr et al. 6 en utilisant 
le lysozyme conlme protdine de rdfdrence. 

RE SU I.TATS 

Nous avions prdcddemment 6tabli que les fractions membranaires cytoplasmiques 
et mbsosomiques brutes pr4par6es ~ partir de B. subtilis cultiv6 sur milieu glucosd 
(synth6tique ou complexe), pr~sentaient une activitd succino-oxydase difficilement 
mesurable '~, et des activitds (ascorbate + TMPD)-oxydase et succino-deshydrog& 
nase tr~s faibles. 

Avant constat62 que de telles activit6s deviennent beaucoup plus 61ev6es quand 
les fractions membranaires cytoplasmiques et mdsosomiques sont pr6par6es ~ partir 
de B. subtilis cultiv6 sur un milieu complexe non-glucos6, toutes les expfriences expo- 
sdes dans ce m6moire se rapportent ~t des fractions membranaires issues de B. suhtilis 
cultiv6 snr milieu complexe non-glucos6. 

Etudes de l'activitd succino-deshydrogdnase el de diffdrentes activitds o.Lvdasiques dc 
difl~rentes fractions membranaires de B. subtilis cultivd sur milieu complexe non-glucosd 

Le Tableau I rdsume les rdsultats obtenus avec les fractions cytoplasmiques et 
mdsosomiques brutes au cours de plusieurs expdriences. On voit que l'activitd spdci- 
fique NADH-oxydase  de la fraction cytoplasmique est nettement plus 61evde clue 
celle de la fraction m6somiques (cf. r6f. 2). 

En revanche, les activitds spdcifiques succino-oxydase et (ascorbate + TMPD)- 

TAIBLEAU [ 

COMPARAISON DES ACTIVITIES SPECIFIQUES NAD}{-OXYDASE, SUCCINO-DESHYDROGI~NASE, SUCCINO- 
OXYDASE ET (ASCORBATE @ T~'IPD)-OXYDASE DES FRACTIONS MEMBRANAIRES BRUTES CYTOPLAS- 
MIQUBS (FC) ET ~IgSOSOMIQUES (FM) ISSUES DE B. subtilis CULTIVg SUR MILIEU COMPLEXE NON- 
GI.UCOSI;; 

I .es diffdrentes ac t iv i t6s  o x y d a s i q u e s  sont  expr im6es  en n a t o m e s  d ' o x y g 6 n e  consolnmds par minute  
et  par  mg  de pretdine.  L 'act iv i t6  succ ino-deshydrog6nase  est  expr im6e  en  n m o l e s  de  D C I P  r6- 
dui tes  par rain et par m g  d e  prot4ines  2. Chacune  des va leurs  donn6es  dans  ce table~m repr6sente 
l a  m o y e n n e  de 3 mesures .  

Aclh'i/d Exp. Activitd spdcifiq~e des fractions Act. sp&. FC 

F C  F M  Act.  spdc. 17:11 

N A D H - o x y d a s e  

S u c c i n o - d e s h y d r o g d n ; ~ s e  

S u c c i n o - o x y d a s e  

{ A s c o r b a t e  + T M P 1 ) ) - o x y d a s e  

I t 3 5 o  202 5.1 
2 15oo 27o  5.(; 
3 125o 1{)4 7.6 

I 585  552 r.T 
2 65o  555 1,2 

1 25 31 o,8 
2 3 s 25 1,5 
3 25 37 o .7  

i 65 132 0. 5 
2 82 12(} o. 7 
3 5 2 85 o .0  

]~iochim. Biophys.  Acta, 256 ( t972)  5 4 8 - 5 6 4  
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oxydase  sont  plus dlevdes dans  la f rac t ion  mdsosomique  que  dans  ta f rac t ion  cyto- 

p lasmique .  Q u a n t  5+ l ' ac t iv i t ( '  spdcif ique succ ino-d6shydrogdnase ,  elle est & peu t)r~s 
la m & n e  pour  les f rac t ions  c y t o p l a s m i q u e s  et m6sosomiques .  

U n e  exp l i ca t ion  de ces r6sul ta ts ,  a p p a r e m m e n t  con t rad ic to i res ,  m6r i t a i t  d '&re  
recherch: ,e  en r e p r e n a n t  ces mesures  sur des f rac t ions  n l e m b r a n a i r e s  c y t o p l a s m i q u e s  

,)u m6sosomiques  purifides pa r  sdd imen ta t i on  en g r a d i e n t  de densit6.  

La  r @ a r t i t i o n  des diffdrentes  couches  pa r t i cu l a i r e s  ob tenues  aprhs sddimcn-  

Cation en g r ad i en t  de densit(,  ( t a m p o n  p h o s p h a t e  5 mM, p H  7.2) de la f rac t ion  cv to-  
p l a s m i q u e  ou m6sosomique  est  sch(,matis(,e {Fig. ~). 

l C ~  d~ ~ I M  2,q-~d !.,o I~'t~,,,, 

Fig. I. Purifmation par centrifugation en gradient discontinu de densit6 des fractions brutes, 
cytoplasmiques (FC), et m6sosomiques (VM), isot6es de 1t. subtilis. Tampon phosphate 5 in.M, 
pH 7.2, clans lequel sont dissoutes les quantitds de saccharose n6cessaires pour obtenir les diff6rentes 
densit6s. Centrifugation de 2 h ~ ;5ooo tours/rain (rotor SW 25.1; 9oooo × g). 

Les  images  ob tenues  pa r  mic roscop ie  6 lec t ron ique  des diff6rentes f rac t ions  

sdpardes ~ p a r t i r  de la f rac t ion  c y t o p l a s m i q u e  sont  ana logues  & celles r6alisdes prbc& 

d e m m e n t  2 (cf. Fig.  2). 
P a r m i  les f rac t ions  sdpardes ~ pa r t i r  de la f rac t ion  m6sosomique ,  la f rac t ion  

mdsosomique  m o r p h o l o g i q u e m e n t  la  plus  homog6ne ,  est  la f rac t ion  2M. L a  pr6sence 
de la bande  2M bis d o n t  l ' a spec t  m o r p h o l o g i q u e  a vari6 d ' u n e  expdr ience  il l ' au t r e ,  

a t o u j o u r s  t6moign6 d ' u n e  mei l l eu re  sdpara t ion  des diffdrents  t ypes  de m e m b r a n e s ,  

c 'es t -~-di re  d ' u n e  plus g rande  pure td  de 2M. 

T+kBLEAU 1[ 

ACTIVIT~ SPI~,CIFIQUE SUCCtNO-OXYDASE DES FRACTIONS MEMBRANAIRES CYTOPLASMIQUES (C) o u  
MESOSOMIQUES (M) BRUTES OU PURIFII~ES PAl/ SI£DIMENTATION BN GRADrENT DE DENSITI~; (SAC- 
CHAROSE) 

Les activit6s sp6cifiques (act. sp6c.) smut cxprim6es en natomes d'oxyg6ne consomm6s par min 
o/ act. totale, pourcentage d'activit6 totale; et par mg de protdine. DP, dcgr6 de purification; /o 

(somme des activit6s totales des fractions obtenues) 
Bilan = 

(activit4 totale de la fraction initiale) 

J:raction Act. spdc. D P  '!o Act. totale Fraction 
F C  25 1 loo  I:A,I 

2C 55 2.2 8. 5 2M 
. . . . . .  2M bis 
3 C 98 4 24.5 3 M 
4C 89 3.0 7 4 M 
5 C 73 3 15.5 
6C r53" +~.2" 5" 
7 (` 38 ~ .5 39.5 

Bilan too o~) Bilan 

Act. spdc. D P  ~o +qc'/. totalc 
,37 z Ioo 

7.5 o.2 2 
34 o.92 6 

102 2. 7 ()() 

o: 77 ,o 

* Chiffre incertain; trhs faible quantit6 de prot6ines. 

Biochim.  Bioph3,s. Acla,  256 0972) 548-564 
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Fig. 2. Frac t ions  membrana i r e s  de I3. subtilis observ6es eta con t ras te  n6gatif.  (1) l ; ract ion mem- 
brana i re  m6sosomique bru te  (FM) eon t enau t  des tubu les  m4sosomiques  et  des f r agmen t s  de mem- 
branes  cy top lasmiques .  × 2I ooo. (2-5) Frac t ions  obtenues  par  cen t r i fuga t ion  de FM en gradient  
d i scont inu  de densi t6 de saccharose.  (2) Zone 2M con tenan t  des v6sicules m6sosomiques  de ta i l le  s 
tr6s hoinog6nes, X 25 9oo. (3) Zone 2M bis con t enan t  des tubu les  m6sosomiques  fa ib lement  con- 
t amin6s  pa r  des f r agments  de memt)rmms cy top lasmiques ,  )< 259oo. (4) Zone 2M bis eontenant  
des tubu les  m6sosomiques  assez l a r g e m e n t  con tamin6s  par  des f r agmen t s  de m e m b r a n e s  cyto- 
p lasmiques ,  × 3I 5oo. (5) Zone 3M c o n t e n a n t  des m e m b r a n e s  cy top lasmiques  assez peu contami-  
nfes pa r  des tubules  m6sosomiques,  X 25 9oo. 
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L'activitO NADH-oxydase (assez instable) et l'activitd succinodeshydlogdnase 
(tr6s stable) se r@artissent entre les diffdrentes sous-fractions membranaires issues 
de la fraction cytoplasmique ou in6sosomique, de fa¢on homologue de celle pr6c6- 
demment observ6e -°. 

LarOpartition de l'activit(' succino-oxydase dans les sous-fractions membranaires 
issues des fractions cytoplasmiques ou m6sosomiques brutes, est donnde Tableau II. 

La fraction mdsosomique v6siculaire 2M (Fig. 2, 2) pr6sente une activit6 sp6ci- 
fique succino-oxydase 5 lois moindre que celle de la fraction m6sosomique. La frac- 
tion 2M bis (tubules m6sosomiques faiblement contamin6s par des fragments de 
membranes cytoplasmiques; compare Fig. 2, 3) pr6sente une activitd proche de celle 
de la fraction m~sosomique. En revanche, la fraction 3M prdsente une activit6 spdci- 
fique 2.7 lois plus 61ev6e que celle de la fraction mdsosomique, et 14 fois plus dlevde 
que celle de 2 M; elle contient 6 9 % de l'activit6 initiale (sur 77 % retrouvde). 

Les fractions 3C et 5C pr6sentent une activit6 sp6cifique respectivement 4 et 
3 fois plus 61ev6e que celle de la fraction cytoplasmique dont elles sont issues. 

Le rapport  entre l 'activit6 sp@ifique succino-oxydase de la fraction meinbra- 
naire cytoplasmique la plus active 3C et celle de la fraction membranaire mOsosomique, 
la plus pure, 2M 6tant de 13, on peut penser que l'activitd succino-oxydase est es- 
sentiellement localis6e dans les membranes cytoplasmiques. 

La r@artition de l'activit6 (ascorbate + TMPD)-oxydase dans les sous- 
fractions issues de la fraction cytoplasmique ou m6sosomique est donn6e dans le 
Tableau I I I .  

L'activit6 sp6cifique (ascorbate + TMPD)-oxydase de la Fraction 2~I s'est 
toujours montr6e relativement 61ev6e: elle est environ 2 fois moindre que celle de la 
fraction m6sosomique brute et 5 fois moindre que celle de la sous-fraction 3M. 
La fraction 3M pr6sente une activit6 sp6cifique (ascorbate + TMPD)-oxydase nette- 
ment plus 61ev6e que celle de la fraction mdsosomique dont elle est issue; elle retient 
la plus forte proportion de l 'activit6 totale initiale. L'activit6 sp6cifique et l'activit6 
totale (ascorbate + TMPD)-oxydase de la fraction 2M bis sont, souivant le degr6 
de contamination de cette fraction par des fragments de membranes cytoplasmiques, 
faibles ou 61ev6es. 

Dans les fractions 3 C et 5C, les activitds spdcifiques (ascorbate + TMPD)-oxy- 
dase sont environ 3 fois plus 61ev6es que celles de la fraction cytoplasmique brute 
initiale. 

Etudes d tempdrature ordinaire et ~ basse tempdrature des propri~tds spectrales des dlf- 
f~rentes fractions membranaires de B. subtilis 

L'~tude des propri6t6s spectrales des fractions cytoplasmiques et m6sosomiques 
brutes, & la temp6rature de l 'azote liquide (cf. Figs. 3 et 5: Tableau IV), permet 
d'6valuer, dans la zone des bandes ~, l'intensit6 d'absorption des diff6rents cytochro- 
rues par rapport  ~ l'intensit6 d'absorption de l 'oxydase (a + an) 2 - 600 nm: la 
fraction m6sosomique est plus riche en cytochrome ~4s.5 et surtout en cvtochrome 
x56~.~ que la fraction cytoplasmique. 

Une comparaison des absorptions sp6cifiques des diff6rents cytochromes dans 
la fraction cytoplasmique et dans la fraction m~sosomique (Tableaux V-VII I )  montre 
que la fraction m6sosomique est plus riche en cytochromes, et surtout en cytochrome- 
oxydase que la fraction cytoplasmique; ceci explique pourquoi les activit6s succino- 

Biochim. Biophys. Acta, 256 (I972) 54b-504 
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5 5 6  B. F E R R A N D E S ,  P. CF[.kIX 

T . \ B L I ' 2 A U  I V  

COMPARAISON DES SPECTRES D'ABSOIZPTION .~ t3ASSE TI~2MPt~;RATURE DES PRACTIONS MF.MBR:KNAIRES 
BRITTES CYTOPLASXIIQUES (FC) ET M~SOSOMIQUES ([;M) OBTENUS, AU COURS D E  4 EXPERIENCES, 
2k PARTIR DE ~ .  Svtblilis CULTIVJ~ SUR MILIEU COMPLEXE NON-GLUCOSI;" 

I , ' i n t e n s i t d  de  l ' a b s o r p t i o n  des  d i f f 6 r c n t s  p ies  d~cel6s  k b a s s o  t c m p d r a t u r c  e s t  e x p r i m 6 e  e n  p r e n a n t  
a r b i t r a i r e m e n t  ~gal  5 I l ' i n t e n s i t 6  d e  l ' a b s o r p t i o n  de  la  b a n d e  ~ d e  t ' o x y d a s e  (a !- aa) (2 6oo  n m ) .  

Exp. Fraction1 2(~m) : 

548.5 553 557 56~.5 600 

2 F(" 0 .74  1.35 1 . i 0  0 .37  
I ; M  o . 9 0  i .  3 ° t .  [ o o .  7 5  

3 F(" o .50  ~.IO o .0 I  0 .27  I 
I:M o.(> 5 t i o .59  l 

4 F ( ;  (3..52 i o .  78 o. 2(i I 
F.M o .83  I. 12 l o. So l 

6 FC o .5o  2.05 0 .90  0 .29  I 
FM 1.13 i . i 6  1.21 1.53 l 

oxydase et (aseorbate + T M P D ) - o x y d a s e  sent plus ~levdes dans la fraction m(~so- 
somique que dans la fraction cytoplasmique. 

Propridt& speclrah's des sous-/ractioJzs membranaircs obh'nues ~ partir de la j),action 
mdsosomique 

L'dtude spectralc (~ h'mpdrature ordinaire conduit aux observations suivantes 
(Fig. 2 et Tableau V donnant  ~ titre d 'exemple les r6sultats d 'une de nos expdriences). 

Zone des bandes 7: La fraction 2M est moins riche en oxydase (a + a:~) (2 - 
443 nm) que la fraction m6sosomique brute (le degr6 de purification --- o.3), alors 
qu'elle pr6sente un accroissement d 'absorption sp6cifique (A sp6c.) 5 ,t = 427 nm, 

i 
450 nm~ 

A----O.O~ A--'O. 4M 

443 7 /~ ~" 3M 
427 ' ~ i~ bl 

s 

2M ~ FM 

450 nn,-- 550 600 rim_. " 
Fig .  3- S p e c t r e  d e  d i f f 6 r e n c e  ( r 6 d u i t  p a r  d i t h i o n i t e / o x y d ~ )  5. t c l n p 6 r a t u r e  o r d i n a i r e  d e  la  f r a c t i o n  
m e m b r a n a i r e  m 6 s o s o m i q u e  pu r i f i 6e  e M  e t  d e s  a u t r e s  { ~ t c t i o n s  s6pa r~es  ~t p a r t i r  d e  l a  f r a c t i o n  
m 6 s o s o m i q u c  b r u t e  ( e x p 6 r i e n c e  No.  3 d u  T a b l e a u  V). Les  f r a c t i o n s  m e m b r a n a i r e s  s e n t  en  
s u s p e n s i o n  d a n s  u n  t a m p o n  p h o s p h a t e  5o raM,  p H  7.2; 6 p a i s s e u r  d e  la  p r e p a r a t i o n :  o. 5 c m .  Le 
c o n t e l m  en  p r o t 6 i n e  (on m g / m l )  des  d i f f~ ren t e s  f r a c t i o n s  e s t  Ie s u i v a n t :  F M ,  3 .68  ( b a n d e s  y) e t  
1.84 ( b a n d e s  fl e t  :() ; 2M, 1.46; 2M bis .  i . oz  ; 3 M, z .oS ( b a n d e  T) e t  I .o4  ( b a n d e ~ / c / e t  ~) t M, o.(, 5. 

Hi,>chim. l~iophys..4c/a, 256 ( I972)  54,~;-564 
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558 B. FEI~.I,,,\NI)lr.S, 1'. ( H.klX 

traduisant probablement un enrichissement en cytochromes (b t- c); il s'en suit une 
forte augmentation du rapport A sp4c. (b + c)7/A sp~.c. (a + aa)X (I pour la fraction 
mfisosomique brute et 2. 7 5~ 3.6 pour 2 M). En revanche, la fraction 3M s'est enrichie en 
oxydase (a + aa) par rapport 'a la fraction brute m~sosomique (le degrd de purification 
-~ 2.8). L'enrichissement en cytochromes (b + c) de cette fraction 3M n'est que l~g~re- 
ment inf6rieur ~ celui de l'oxydase; le rapport A spdc. (b + c)7/A sp~c. (a ~ a~) 7 de 
3M est proche de celui de la fraction de d@art la fraction mdsosomique. Selon que, 
d'une expdrience ~a l'autre, la fraction 2M bis contient des tubules mdsosemiques 
plus ou moins mdlangds it des membranes cytoplasnfiques, le de~6 de purification de 
l'oxydase (a + a3) s'est montr6 dtev6 ou faible, mais toujours supdrieur h [. 

Zone des bandes ~: La fraction 3M s'est enrichie d'une fafon ~gale en cyto- 
chromes (b + c) et en oxydase; le rapport A spdc. (b ~ c)~/A spec. (a ~ aa)~. reste 
proche de celui de la fraction mdsosomique initiale. En revanche, la fraction 23I 
(menlbranes mdsosomiques morphologiquement les plus pures) est tr~s appauvrie 

555 

[ 

i -~,u i ! 
..25411~5//--., ] I'~ 561.5 ! 

L 

!/~s ! : !: 
525 Y k -60 / '~  ~ i 561 5 ' 

5 5 0  6 0 0  . , ~ . _ _ ~ f r ~ O  - 6 0 0  nm~ 

Fig. 4- Spectres 5. basse tempera ture  (-- I 9 o )  de la fraction membranai re  m~sosonfique purifi~c 
2 M e t  des autres fractions s@ar6es ~ par t i r  de la fraction m~sosomique brute.  La s6rie (a) des 
spectres illustre plusieurs manipulat ions au cours desquelles la fraction m6sosomique purifi6e 2M 
montre  encore une tr~s faible absorpt ion ~ 60o nM d6pendante de la pr6sence d 'oxydase  (a -5- as). 
La s6rie (b) des spectres se rappor te  ~ une manipulat ion;  @ Tableau VI, Exp. 6: la fraction 
m6sosomique 6tant part icul ibrement  riche en membranes  m~sosomiques, la fraction 2M qui en 
est issue s 'est montr6e compl~tement d6pourvue d 'oxydase (a ~- a3). Les diff6rentes fractions 
membranai res  sont  en suspension dans un tampon phosphate  5 ° raM, p H  7.2; 6paisseur de la 
pr6parat ion:  i mm. R~duction par  le dithionite. 

Frac t ion  Protdines (mg/ml)  

Sdrie a Sdrie b 

]:M 3.7 3. l 
2M 2. 9 ] .o 
2.Xl bis 2.o 2. 3 
3 M 2. I --- 

F i o c h i m .  l~iophys.  J c t a ,  250 (I072) 54,~-564 
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en oxvdase (a + aa) (2 600 nm) (le degrb de purification _~ 0.3). Son spectre prd:- 
sente deux pics d 'absorpt ion situds/~ ,~ : 552 nm et 2 : 563 nnl (Fig. 3). 

La eomparaison entre l 'absorption spdcifique (il spdc.) relative il l 'oxvdase 
(a ~- aa) de la sous-fraction 2 M e t  celle de la sous-fraction 3 M, pernlet d'apprdcier 
t'efficacitd de la purification par gradient de densitd. Dans le cas de l'expdrience rap- 
portde ici (Fig. 3 et Tableau V), 3 M est 9 fois plus riche en oxvdase (a - aa) que 2 M. 

Spdclfes ~ basse tempdrature. La Fig. 4 donne les spectres des diff6rentes fractions 
membranaires isol6es ~t partir  de la fraction m6sosomique brute. 

Sur le Tableau VI, figurent les valeurs des absorptions sp~cifiques calcul~es pour 
chacun des pics d 'absorpt ion cytochromiques dOcelds // basse tempdrature chez t¢. 
subElis 4. 

Ces valeurs permet tant  de calculer, pour chaque cytochrome, le degrd de puri- 
fication obtenu par rapport  ~ la fraction mdsosomique brute, les rdsultats des Ex- 
pdrienees 3 et 4, montrent  sans ambigm~t(': 

Qu'en ce qui concerne l 'oxydase (a 4- aa), il y a appauvrissement tr~s net (le 
degrd de purification o.3 ,q o.4) dans les membranes nl6sosomiques purifides 2 M 
en mbme temps qu 'un  enriehissement dans les membranes cytoplasmiques 3 M (le 
degrd de purification : 3) de telle sorte que 2 M est de 7 h IO fois moins riche en 
cvtochromes (a a- aa) que 3 M. Lors de l 'Expdrience 6 (Tableau V1 et Fig. 4b), la 
fraction membranaire mdsosomique brute, s 'dtant  trouv6e particuli~rement riche en 
membranes mdsosomiques, sa purification par passage sur gradient de densitd a 
donnd une fraction 2 M compl~tement ddpourvue d 'oxydase (a + aa). 

Qu 'en  ce qui concerne les pigments absorbant  ~t basse temperature ~t 2 : 
548.5 nm et ~ 2 561.5 nin, il v a un enriehissement important  dans les membranes 
mdsosomiques 23f. Pour 3M, il n 'y  a pas d'enriehissement en ces cytochromes puisque 
les pies ~ 548.5 et ~ 561. 5 n 'apparaissent  pratiquenleut plus et qu'~'t ces hm- 
gueurs d 'onde s 'ajoute une absorption ddpendant des cytoehromes absorbant 'a 2 
553 nm et 2 557 nm. Le degr(' de purification de chacun des cvtochromes absorbant  
/~ 2 = 553 nm et 2 -- 557 nm dans la fraction 3 M, est d'ailleurs le m~me que celui 
de l 'oxydase (a + aa), alors que le degr(, de purification du cytoehrome absorbant 
~t 2 , 548.5 nm (et surtout  celui du cytochrome absorbant ~ 2 - 561.5 nm) est nette- 
ment  infdrieur ~ celui de l 'oxydase (a + aa). 

En conclusion, parmi les sous fractions s6par6es de la fraction m&osomique 
brute, la fraction 3 M, essentiellement constitu('e de membranes cytoplasmiques con- 
tient les trois cytochromes ~55a, ~5~7, :%oo( a --  a.~), alors que ta fraction 2M (constituOe 
de membranes mdsosomiques) contient les cvtochromes ~s48.~ et ~56t.5. 
]~ropridtds spectralcs des sous-fractions membranaires oblenues c} partir de ]a fraclio~z 
cytoplasmiquc brute 

L'dtude spectrale 5 tempdralure ordiuaire est rdsumde dans Fig. 5 et le Tableau VII .  
L 'analyse des rdsultats montre qu'il existe un enlichissement tr~s net en oxydase 

(a ~- aa) (le degrd de purification 2 it 4) dans toutes les sous-fractions membranaires 
autIes que 2C, sous-fractions oll t 'ou retrouve ta plus grande pattie des mdsosomes 
contaminant  initialement la fraction cytoplasmique brute. 

L'dtude des spectres obhmus d basso tcmpdrature (Fig. 5 et Tableau VII I )  sur les 
diffdrentes fractions s@ar6es "k partir  de la fraction cytoptasmique brute,  confirme 
ce qui apparait  d'apr~s l%tude spectrale "t temp6rature ordinaire, c'est-k-dire un eu- 
richissement en oxydase (a + a a) des membranes cytoptasmiques purifi6es. 

]~iochi~sz. I)ioHtys. ~lcla, 25(> (~(~7") 54'S-504 
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II convient toutefois de remarquer qu'il est diflicile d 'analvser el'urn, fa5~,n 
aussi prdcise que dans le cas des sous-fractions m e m b r a n a i r e s  n l ( . s~sonl i ( lues  . m d m c  

it basse temp&ature,  les propridtds spectrates des sous-fractions membranaires cvto- 
plasmiques dans la zone 0~ d 'absorption des cytochromes (h - c). En effet, dans h,, 
fractions 3C, 4 C, 5 C, la tr~s forte absorption h ). .... 555 nm masque les absorptions 
des cytochromes ~ventuellement pr(~sents 5 2 - 548.5 nm et i, = 50L5 nm et emp&'lJv 
d'apprScier correctement le degr~ d 'absorption 5 ces deux l(mgueurs d'onde. I ) 'autrc  
part, l 'estimation quant i ta t ive du cytochrome ~a48.s est faussde par le fair que te 
cytochrome ~55a pr~sente, h basse temp&ature ,  une seconde bande d 'absorption fl 
2 = 546 nms 

555 

, o  
; =oo 5s8 4 c  

A=o.oa 5 c  5c 

i l: 
4~ 43 ~_j~3C ~ 3 C  3C 

J I 5 4 8 .  

FC 2¢ 

i / ~  ~, F C  
f % . ~ 2 c  

i Fc  
450 550 600  450 nm-.- I n m ~  ] i nm-,- I n m ~ .  

l:ig. 5. Spectre de diffdrence (r~duit par  dithionite/oxydd} 5. tempdrature  ordinaire des fractions 
meinbranaires cytoplasmiques purifides 3 C et 5C et des autres fractions s6pardes 5. part i r  de ta 
fraction cytoplasmique brute  (FC). Les fractions membranaires  sour en suspension dans un t ampon  
phosphate  5 ° mM, pH 7.2; 6paisseur de la pr6parat ion:  o. 5 cm. Contenu en prot6ine (mg/ml) des 
diff&entes fractions: FC, 3.7o; zC, 1.7o; 3C, 2.2o; 5C, z.64. 

lqg. 6. Spectres 5. basse tempdrature  (--  I 9 o )  des fractions membranaires  cytoplasmiques puff- 
fi~es 3 C et 5 C et des autres fractions s6par6es ~t par t i r  de la fraction cytoplasmique brute (FC). 
Les fractions membranai res  sont en suspension dans un t ampon  phosphate  5o raM, p H  7.2; 
dpaisseur de la prdparat ion:  ~ ram. La rdduction a 6t4 obtenue 5. l'aide du dithionite. Contenu en 
protdines (mg/ml) des diffdrentes fractions: FC, 6.2o; 2C, [.70; 3C, L7e;  4 C, i.o8; 5C, 1.02; 6C, o.go 

DISCUSSION ET COXCLUSION 

En vue de connaitre la rdparti t ion des cytochromes de B subtilis dans les 
membranes cytoplasmiques d 'une part, et mdsosomiques d 'aut re  part, nous avons 
tout  d 'abord  s6par6 ces deux types de membranes en 2 fractions, relativement gros- 
si6res, respectivement d~'sign4es la fraction cytoplasmique et la flaction m6sosomique, 
que nous avons ensuite purifides par s6dimerttation sur gradient discontinu de densit6 

]~iochi*n. t3iophys. Acta, 25o (I972) 54 s -564 
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de  saccl iarose 2. L ' a s p e c t  morp t lo log ique  de la f r ac t ion  m e m b r a n a i r e  m6sosomique  

la plus pure  (2M) (pe t i tes  vdsicules  rdsu l t an t  de la f r a g m e n t a t i o n  des  t ubu le s  mdso- 

sonfiques)  et  l ' a spec t  m o r p h o l o g i q u e  des  f r ac t ions  m e m b r a n a i r e s  cy top lasn f iques  les 
plus pures  sont  ca rac t&is t iques .  

N o t r e  6 tude spec t ra le  de tou tes  les f rac t ions  ob t enues  au cours  de la pur i f i ca t ion  
des f rac t ions  mdsoson l iques  et  cy top lasn f iques  a mon t r6  c l a i r emen t  que :  

(i) Les m e m b r a n e s  mdsosomiques  purifides c o n t i e n n e n t  deux  c v t o c h r o m e s  

~48.a et %¢1.5; ces deux  c y t o c h r o m e s  s o r t  absen t s  des m e m b r a n e s  c y t o p l a s m i q u e s  

purifides. 

(2) L ' o x v d a s e  (a + aa) :%oo est  localisde darts les m e m b r a n e s  c y t o p l a s m i q u e s  
(tes tr6s fa ibles  q u a n t i t d s  d ' o x y d a s e  r e t rouvdes  dans  la f rac t ion  m.embranai re  mdsoso-  

nf ique  purifide 2M doi t  ~tre raise sur le c o m p t e  d ' u n e  c o n t a m i n a t i o n  m e m b r a n a i r e  

c y t o p l a s m i q u e  rdsiduel le) .  

(3) Les c y t o c h r o m e s  ~ a  et  ~5~v sont ,  c o m m e  l ' o x v d a s e  (a q- aa), localisds dans  

les membTanes  cy to p l a smiques .  
Le calcul  du r a p p o r t  A sp6c. (a ~- aa)y/'A sp6c. (a ÷ aa)a s ' e s t  t ou jou r s  montr( ,  

c | | n s t a n t .  E n  r evanche ,  le r a p p o r t  A sp(:c, (b + c)7/ , t  sp4c. (b q- c)c¢ s ' es t  mon t r6  trhs 
va r i ab l e  d ' u n e  f rac t ion  b~ l ' au t r e  ; il a t t e i n t  la v a l e u r  de 8 pour  la f rac t ion  m e m b r a n a i r e  

mdsosornique purifi6e 2M (of. T a b l e a u  V), alors qu ' i l  se s i tue  a u x  env i rons  de 4 pour  
les f rac t ions  m e m b r a n a i r e s  c y t o p l a s m i q u e s  (of. T a b l e a u  VI I ) .  

E n  accord  avec  les r( ,sultats de l ' 6 tude  spect ra le ,  nous  avons  constat( ,  que  les 

m e m b r a n e s  c y t o p l a s m i q u e s  purifi6es c o n t e n a n t  des quan t i t 4 s  (4ev(.es de c y t o c h r o m e -  

oxvdase  (a ? aa) on t  une ac t iv i t6  r e sp i ra to i re  61ev6e sur  t o u s l e s  subs t ra t s  6tudi6s,  

alors que  les m e m b r a n e s  m(,sosomiques  purifi6es (2 M), p r a t i q u e m e n t  d 6 p o u i v u e s  
d ' o x v d a s e  (a q- aa), ont  une  ac t iv i td  resp i ra to i re  trhs faible. 

Nous  avons  6tabl i  (Tab leau  I X )  que  les ac t iv i t6s  spb.cifiques (act. sp6c.) suc- 

c ino-d( ,shydrog6nase,  succ ino-oxydase ,  (~:tscorbate 4 - T M P D ) - o x y d a s e  des di f f6rentes  

TA BLI':AU IX 
I)EGR|~;S D E  P U R I F I C A T I O N  D E  I ) I F F I ; : R E N T E S  F R A C T I O N S  M E M B R A N A I R E S  D E  ]3.  sublilis 

L'Estimation de degr6 de purification d'aprbs: (a) des mesures d'activit6 succino-deshydrogdnase ; 
(b) des nlesures d'activit6 succino-oxydase; (c) des mesures d'aetivit6 (ascorbate @ TMPD)- 
oxydase; (d) des mesures d'absorption sp6cifique k temp6rature ordinaire de l'oxydase (a -- aa) 
(2 ooo nm); (e) des mesures d'absorptiou spdcifique ~ basse temp6rature de l'oxydase (a i a:0 
et calculdes par rapport h la fraction m~sosomique brute ou k la fraction cytoplasmique brute 
dont cllt's sont i~sues. 

tgraclio~* Exp. Degrds dc purification estimds d'apr~s: 

(a) (b) (~) (d) (e) 

2M i 0. 4 - - o.6 0.6 o. 5 
2 - -  0 . 2  O. 5 0 .  3 0.20 

3 M ' 3 .o " 2.7 -'-7 
2 2.7 2..5 2. 7 2.7 

3 (` i 2. 5 - 3.5 3.2 2 
2 - -  4 3.2 2.2 4.0 

4 C ~ 3.7 - -  4.9 3.7 3 
2 - 3 .6 3.5 r-7 2.5 

5 C I 2. 4 - 2. 5 2 2.8 
2 - -  3 3 2.2 2. 4 

Biochim. Biophys. Acta, 256 (~97 z) 54S-564 
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fractions membranaires, coincident assez dtroitement avec le degrd de purification 
de l'oxvdase (a + aa), calcul6 sur la bande a 6oo nm des spectres obtenus "t tem- 
perature ordinaire et it basse temp&ature. 

I1 apparait que par leurs caract~res morphologiques, spectraux et enzymatiques, 
les membranes mdsosomiques purifides se distinguent nettement des membranes cvto- 
plasmiques purifides. 

Les rdsultats de nos exp&iences (dont l'essentiel a rdcemment fait l'objet d'une 
br6ve communication)" nous pernlettent d'affirmer sans ainbiguit6, que seule la mem- 
brane cytoplasnlique contient les cytochromes c%.~a, ~557, ~oo (a + as), faisant partie 
d'une chaine de transfert d'dlectrons apparentde it la chaine respiratoire classique. 
Les cytochromes 0q4s. 5 et ~561,5 pr~'sents dans tes membranes mdsosomiques, lie seln- 
blent pas intervenir directement dans ce processus. Comme l'indiquent les rdsultats 
(en cours de publication) d'une 6tude des propri6tds spectrales des cvtochromes prd- 
sents dans les nlembranes totales (cytoplasmiques + nldsosomiques) de /4. s,btilis, 
les cytochromes des membranes mdsosomiques, rdductibles par NADH et, mieux 
encore, par (ascorbate + TMPD), et non rdductibles par le succinate, intervien- 
draient dans une autre chaine de transfert d'dlectrons (cf. rdf. 7). 

l~£St:M~ 

Ayant mis au point une m6thode de s@aration et de purification des membranes 
cytoplasmiques et mdsosomiques de Bacillus sz~blilis, il a 6td possible d'dtablir que: 

I. Les membranes cytoplasmiques contiennent exclusivement les cytochromes 
:%aa, 2%~7 et a6o0 (a + aa) et possddent des activitds NADH-oxydase, succino-ddshvdro- 
genase, suecino-oxydase et (ascorbate + TMPD)-oxydase dlevdes. 

2. Les membranes m(,sosomiques contiennent exclusivement les cytochromes 
a548.~ et asG.s. Leur activit6 suecino-oxydase est pratiquement nulle; les deux cvto- 
chromes ne sont pas r6ductibles par le succinate. En revanche, leurs activitds NADH- 
oxydase et (aseorbate + TMPD)-oxydase sont comparativement plus dlevdes: les 
deux cytochromes peuvent 6tre alimentds en 61ectrons par NADH et (ascorbate 
TMPD). 
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