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SUMMARY
The cvtochromes of cvioplasmic and mesosomal membranes of Bacillus subtilis

The cyvtoplasmic membranes and the mesosomal membranes of Bacilius subtilis
were separated by means of a method previouslv described and it was shown that:

1. The cytoplasmic membranes contain exclusively the cytochromes agg,, %5,
and oy (@ + a3) and possess high NADH oxidase, succino-dehydrogenase, succino-
oxidase and (ascorbate 4- N, N, N, N'-tetramethyl-1,4-phenvlenediamine (TMPD)-
oxidase activities.

2. The mesosomal membranes contain exclusively the cytochromes xg,, 5 and
ot5e1.5- 1 heir succino-oxidase activity is practically nil; neither cvtochrome is reducible
bv succinate. On the contrary, their NADH-oxidase and (ascorbate I TMPD)-
oxidase activities are comparativelyv higher; both cytochromes can accept electrons
from NADH and (ascorbate +~ TMPD).

INTRODUCTION

I’ensemble des recherches que nous poursuivons depuis plusieurs années!-3,
sur Bactllus subtilis, dans le but de connaitre la répartition, dans les membranes cyvto-
plasmiques ou mésosomiques, des cytochromes (g q.57 %sai Xss77 Xsar.5) Agoo = 4 - dy)
mis en évidence chez ce microorganisme? et leurs roles respectifs, nous a précédemment
conduits:

A mettre au point une technique de sé¢paration relativement grossiére de frac-
tions cytoplasmiques et mésosomiques brutes!, et ensuite une technique de purification
de ces fractions par s¢dimentation, en gradient de densité de saccharose?. Cette
seconde ¢tape a permis d’obtenir des membranes mdésosomiques et cvtoplasmiques
purifices, morphologiquement et fonctionnellement bien distinctes?.

Les expériences décrites dans le présent travail se rapportent a I'¢tude de la
répartition des activités NADH-oxydase, succino-oxvdase et (ascorbate -+ TMPD)-

Abbréviations: TMPD, N N,N’,N'-tetraméthyl-1,4-phénylénediamine; DPMS, phénazine
méthosulfate; DCIP, 2,6-dichlorophénol indophénol; HOQNO, 2-n-heptyl-4-hydroxyquinoline-
N-oxvde.
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oxvdase et de la répartition des cytochromes dans les fractions membranaires cyto-
plasmiques d'une part, et mésosomiques d'autre part, purifiées a partir de B. sub-
tilis.

MATERIEL ET METHODES

Produits utilisés

Lysozyme, Worthington Biochem. Corp.; desoxyribonucléase, Fluka; nico-
tinamide—adénine dinucléotide réduit (NADH), Boeliringer; succinate de sodium,
Prolabo; 1(+)-ascorbate de sodium, Fluka; NV,N,N’,N'-tetram¢thyl-1,4-phényvléne-
diamine (TMPD), Fluka; phé¢nazine méthosulfate (PMS), Aldrich; 2,6-dichlorophénol
indophénol  (DCIP), TFluka; 2-n-heptyl-4-hydroxyquinoline-N-oxvde (HOQNO),
Sigma.

Nouche, conditions de culture

B. subtilis SMY a ét¢ cultivé sur milieu liquide complexe non-glucosé¢, suivant
des conditions déja décrites®. Les cellules sont récoltées au cours de la phase expo-
nentielle de croissance.

La préparation des fractions membranaires brutes

La préparation de la fraction cytoplasmique et de la fraction mésosomique et leur
purification par centrifugation en gradient de densité ont ¢té effectuées d’apres la
technique décrite précédemment2.

Mesures des activités enzymatiques

Les activités NADH-oxydase, succino-oxydase et (ascorbate -+ TMPD)-oxvdase
sont mesurées polarographiquement selon les méthodes déja décrites?, et exprimées
en natomes d’oxygéne consommés par minute et par mg de protéines. Lors de 'emploi
d’un inhibiteur, celui-ci a toujours ¢t¢ introduit dans la suspension de membranes
avant l'addition du substrat. L’activité succino-déshydrogénase a été dosée par la
méthode décrite?,

Ftude quantitative des propriétés spectrales
A température ordinaire; spectres de différence véalisés sur des suspensions particulaires

Les spectres de diff¢rence (forme réduite contre forme oxvdée) des différentes
fractions membranaires, utilisées sous forme de suspensions (2 & 4 mg de protéines
par ml), placces dans des cuves de 0.5 ou T cm de trajet optique, ont ¢té enregistrées
avec un spectrophotomeétre LERES (type SPILA DMS). Les hémoprotéines, présentes
dans ces membranes, sont, en général, a I'état oxydé. Si les hémoprotéines se trouvent
a I'¢tat réduit, on épuise les substrats endogénes en soumettant 4 un barbotage d’air
la suspension membranaire.

Lors de chaque enregistrement, il est nécessaire d’établir d’abord la ligne de
base (membranes oxydées/membranes oxydées). Puis le contenu de la cuve de mesure
est réduit soit par le dithionite, soit par addition d'un substrat: NADH, succinate ou
(ascorbate + TMPD). Dans la zone d’absorption des bandes y des cytochromes, les
spectres ont ¢t¢ enregistrés avee 50 Y5 ou 20 ¢ de transmission en utilisant les échelles
d’expansion et, dans la zone des bandes B et «, avec 20 Y, et 10 9, de transmission.
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Une estimation quantitative des h¢moprotéines n’est possible qu'aprés une
soigneuse rectification, point par point, des spectres obtenus, par rapport a la ligne
de base.

Quand l'estimation est faite a partir du spectre des bandes y on détermine:
dans le cas des cytochromes de type (& + ¢), la différence d’absorption entre 4 —
427 nm (pic y d’absorption) et 4 = 470 nm (point isobeste); dans le cas des cvto-
chromes (a -+ ag), la différence d’absorption entre 443 et 470 nm. .

L’estimation quantitative des hémoprotéines n’est pas toujours possible direc-
tement a partir de I’absorption des bandes « car les phénoménes de diffusion sont moins
bien compensés. Pour procéder a cette estimation dans le cas des cytochromes (6 + ¢),
o« = 558 nm, il est d’abord nécessaire de tracer une ligne de référence entre les ab-
sorptions 4 A = 340 nm et A = 580 nm, puis de mesurer la différence entre 1'ab-
sorption @ 4 — 558 nm et cette droite de référence. Dans le cas des cytochromes
(a -+ aj), o = 600 nm, la ligne de référence est tracée entre 4 == 580 nm et A = 625 nm,
puis on mesure la différence d’absorption entre 4 == 600 nm et cette droite de référence.

L’absorption spécifique a été calculée en ramenant les différences indiqucées
ci-dessus au mg de protéine, pour un trajet optique de 1 cm.

A basse température

Les spectres a4 basse temp¢rature des différentes fractions membranaires ¢tu-
dices, ont été réalisés a l'aide du spectrophotomeétre enregistreur LERES, suivant
la technique décrite par LaBBE ET CHAIX®. Le spectre d’absorption est enregistré¢ en
utilisant I'expanseur d’échelle sur la position 10 % de transmission (environ 0.03 .1
sur 2o em de papier d’enregistrement). Les spectres des états d’équilibre piégés a
basse température (‘trapped steady state”) ont été réalisés a aide du méme matériel.

Sur le spectre des différentes fractions membranaires & I'état totalement réduit
(dithionite), nous avons tenté d’estimer, d'une facon semi-quantitative chacun des
cytochromes présents, en calculant absorption spécifique (hauteur/mg protéine) pour
chacun des pics d'absorption (ot;eg.5, %553, Xasrr Xsg1.5: Xeo) Aicelés & basse templrature
chez B. subtilis.

Nous avons aussi calculé le pourcentage de réduction des ditférents cytochromes
en présence de NADH, succinate, (ascorbate +- TMPD), pendant I'état d’¢quilibre
aérobie ou dans I’état anaérobie, en prenant pour référence la réduction totale ob-
tenue en présence de dithionite.

Etudes spectrales avec un spectrophotomitre & double longuenr d’onde Amino--
Chance: échelle de transmission I %5 ou 2 9

L’é¢tude cinétique de réduction des cytochromes a été réalisée a 307; la réaction
est déclanchée par l'addition du substrat.

Bilan de purification des fractions membranaives cytoplasmiques et mésosomigues brudes
par sédimentation en gradient de densité; degré de purification des sous-fractions mein-
branaires cvioplasmiques of mésosomigues

Aprés purification des fractions cytoplasmiques ou mésosomiques par sédimen-
tation sur gradient de saccharose, nous avons calculé, pour chaque activité enzyma-
tique étudice, lactivité spécifique et l'activité totale de chaque sous-fraction mem-
branaire. Ceci nous a permis de déterminer le bilan de la purification® Pour chaque
sous-fraction membranaire obtenue, nous avons ¢galement tenté d’apprécier un
degré de purification. Le degré de purification correspond au rapport entre activit¢

Biochim. Biophys. Acta, 256 (1972) 548-504



SYSTEME CYTOCHROMIQUE DES MEMBRANES DE 3. subtilis 55T

spécifique, ou absorption spécifique, de la fraction considérée et activité spécifique,
ou absorption spécifique, de la fraction brute dont elle est issue.

Le dosage des protéines a ¢té effectué par la méthode de Lowry ¢f al.¢ en utilisant
le lysozyme comme protéine de référence.

RESULTATS

Nous avions précédemment établi que les fractions membranaires cytoplasmiques
et mésosomiques brutes préparées a partir de B. subfilis cultivé sur milieu glucosé
(synthétique ou complexe), présentaient une activité succino-oxydase difficilement
mesurable?, et des activités (ascorbate + TMPD)-oxydase et succino-deshydrogé-
nase tres faibles.

Avant constaté? que de telles activités deviennent beaucoup plus élevées quand
les fractions membranaires cytoplasmiques et mésosomiques sont préparées a partir
de B. subtilis cultivé sur un milieu complexe non-ghicosé, toutes les expériences expo-
sées dans ce mémoire se rapportent a des fractions membranaires issues de B. subtilis
cultivé sur milieu complexe non-glucosé.

Etudes de Pactivité succino-deshydrogénase et de difféventes activités oxydasiques de
différentes fractions membranaives de B. subtilis cultivé sur milieu complexe non-glucosé
Le Tableau I résume les résultats obtenus avec les fractions cytoplasmiques et
niésosomiques brutes au cours de plusieurs expériences. On voit que 'activité spéci-
fique NADH-oxydase de la fraction cytoplasmique est nettement plus élevée que
celle de la fraction mésomiques (c¢f. réf. 2).
En revanche, les activités spécifiques succino-oxydase et (ascorbate + TMPD)-

TABLEAU 1

COMPARAISON DES ACTIVITES SPECIFIQUES NADH-0OXYDASE, SUCCINO-DESHYDROGENASE, SUCCINO-
OXYDASE ET (ASCORBATE + TMPD)-0XYDASE DES FRACTIONS MEMBRANAIRES BRUTES CYTOPLAS-
MIQUES (IFC) ET MEsosoMIQUES (FM) ISSUES DE B. subfilis CULTIVE SUR MILIEU COMPLEXE NON-
GLUCOSE

Les différentes activités oxydasiques sont exprimées en natomes d’oxygéne consommeés par minute
et par mg de pretéine. Lactivité succino-deshydrogénase cst exprimée en nmoles de DCIP ré-
duites par min et par mg de protéines?. Chacune des valeurs données dans ce tableau représente
la moyvenne de 3 mesures.

Activité Exp. Activité spécifique des fractions Act. spéc. I'C
FC FM Aet. spéc. FFM
NADH-oxydase 1 1350 202 5.1
2 1500 270 5.6
3 1250 164 7.6
Succino-deshydrogénase 1 585 552 .1
2 650 555 I.2
Succino-oxydase 1 2: 31 0.8
2 38 2° .5
3 25 37 0.7
{Ascorbate + TMPD)-oxydase L 65 132 0.5
2 82 120 0.7
3 52 35 0.0
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552 B. FERRANDES, P, CILAIN
oxydase sont plus élevées dans la fraction mésosomique que dans la fraction cyto-
plasmique. Quant & l'activité spécifique succino-déshydrogénase, elle est 4 peu pres
la méme pour les fractions cytoplasmiques et mésosomiques.

Une explication de ces résultats, apparemment contradictoires, méritait d’étre
recherchée en reprenant ces mesures sur des fractions membranaires cytoplasmiques
ou mésosomiques purifices par sédimentation en gradient de densit¢,

La répartition des différentes couches particulaires obtenues aprés s¢dimen-
tation en gradient de densité {tampon phosphate 5 mM, pH 7.2) de la fraction cvto-
plasmique ou mésosomique est schématisce (Fig. 1).

FC FM
d m
Lw Mo
o Tas 2mbis
3m
& Lao ar
c Las\_/
b 2225
Tig. 1. Purification par centrifugation en gradicnt discontinu de densité des fractions brutes,

cytoplasmiques (FC), et mésosomiques (FM), isolées de B. subtilis. Tampon phosphate 5 mM,
pH 7.2, dans lequel sont dissoutes les quantités de saccharose nécessaires pour obtenir les différentes
densités. Centrifugation de 2 h & 25000 tours/min (rotor SW 25.1; goooo x g).

Les images obtenues par microscopie électronique des différentes fractions
séparées a partir de la fraction cytoplasmique sont analogues a celles réalisées préce-
demment? (¢f. Fig. 2).

Parmi les fractions séparées a partir de la fraction mésosomique, la fraction
mésosomique morphologiquement la plus homogéne, est la fraction 2M. La présence
de la bande 2M bis dont 'aspect morphologique a varié d'une expérience a l'autre,
a toujours témoigné d’une meilleure séparation des différents types de membranes,
c’est-a-dire d’une plus grande pureté¢ de zM.

TABLEAU II
ACTIVITE SPECIFIQUE SUCCINO-OXYDASE DES FRACTIONS MEMBRANAIRES CYTOPLASMIQUES (C) ou
MESOSOMIQUES (M) BRUTES OU PURIFIEES PAR SEDIMENTATION EN GRADIENT DE DENSITE (SAC-
CHAROSE)
Les activités spécifiques (act. spéc.) sont exprimées en natomes d’oxygene consommés par min
et par mg de protéine. DP, degré de purification; %, act. totale, pourcentage d’activité totale;
(somme des activités totales des fractions obtenucs)

(activité totale de la fraction initiale)

Bilan =

0, Act. totale

Act. spéc. DP

Lraction Aect. spéc. DP 9% Act. totale  Fraction

FC 25 1 100 M 37 1 100
2C 55 2.2 8.5 2M 7.5 0.2 2
e — — — 2M bis 34 0.92 6
3C 98 4 24.5 3M 102 2.7 0y
4C 89 3.6 7 4M — - —-
5¢ 73 3 15.5

6C 153" 0.2 5"

7¢ 38 13 39.5

Bilan 10097 Bilan 77 %

* Chiffre incertain; trés faible quantité de protéines.
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Iig. 2. I'ractions membranaires de B3, subtilis observécs en contraste négatif. (1) Fraction mem-
branaire mésosomique brute (IFM) contenant des tubules mésosomiques et des fragments de mem-
branes cytoplasmiques. X 21000. (2—5) Fractions obtenues par centrifugation de FM en gradient
discontinu de densité de saccharose. (2) Zone 2M contenant des vésicules mésosomiques de tailles
trés homogeénes, X 25900. (3) Zone 2M bis contenant des tubules mésosomiques faiblement con-
taminés par des fragments de membranes cytoplasmiques, X 25900. (4) Zone 2M bis contenant
des tubules mésosomiques assez largement contaminés par des fragments de membranes cyto-
plasmiques, X 31500. (5) Zone 3M contenant des membranes cytoplasmiques assez peu contami-
nées par des tubules mésosomiques, X 25900,
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L’activité NADH-oxydase (assez instable) et 'activité succinodeshydrogénase
(trés stable) se répartissent entre les différentes sous-fractions membranaires issues
de la fraction cytoplasmique ou mésosomique, de facon homologue de celle précé-
demment observée?.

Larépartition de I’activité succino-oxydase dans les sous-fractions membranaires
issues des fractions cytoplasmiques ou mésosomiques brutes, est donnée Tableau I1.

La fraction mésosomique vésiculaire 2M (Fig. 2, 2) présente une activité spéci-
fique succino-oxydase 5 fois moindre que celle de la fraction mésosomique. La frac-
tion 2M his (tubules mésosomiques faiblement contaminés par des fragments de
membranes cyvtoplasmiques; compare Fig. 2, 3) présente une activité proche de celle
de la fraction mésosomique. En revanche, la fraction 3M présente une activité spéci-
fique 2.7 fois plus élevée que celle de la fraction mésosomique, et 14 fois plus Clevie
que celle de 2 M; elle contient 69 9, de I'activité¢ initiale (sur 77 ¥, retrouvde).

Les fractions 3C et 5C présentent une activité spécifique respectivement { et
3 fois plus élevée que celle de la fraction cytoplasmique dont elles sont issues.

Le rapport entre I'activité spécifique succino-oxydase de la fraction membra-
naire cytoplasmique Ja plus active 3C et celle de la fraction membranaire mésosomique,
la plus pure, 2M étant de 13, on peut penser que 'activité succino-oxvdase est es-
sentiellement localisée dans les membranes cytoplasmiques.

La répartition de l'activité (ascorbate 4+ TMPD)-oxydase dans les sous-
fractions issues de la fraction cytoplasmique ou mésosomique est donnée dans le
Tableau ITI.

L’activité spécifique (ascorbate + TMPD)-oxydase de la Fraction 2M s'est
toujours montrée relativement ¢levée: elle est environ z fois moindre que celle de la
fraction mésosomique brute et 5 fois moindre que celle de la sous-fraction 3M.
La fraction 3M présente une activité spécifique (ascorbate + TMPD)-oxydase nette-
ment plus élevée que celle de la fraction mésosomique dont elle est issue; elle retient
la plus forte proportion de l'activité totale initiale. L’activité spécifique et Pactivité
totale (ascorbate + TMPD)-oxydase de la fraction 2M bis sont, souivant le degr¢
de contamination de cette fraction par des fragments de membranes cytoplasmiques,
faibles ou élevées.

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

Etudes a température ovdinaive et & basse température des propriétés spectrales des dif-
Sférentes fractions membranaives de B. subtilis

L’étude des propriétés spectrales des fractions cytoplasmiques et mésosomiques
brutes, & la température de l'azote liquide (¢f. Figs. 3 et 5; Tableau IV), permet
d’évaluer, dans la zone des bandes «, 'intensité d’absorption des différents cytochro-
mes par rapport 4 lintensit¢ d’absorption de l'oxydase (¢ + az)A = 600 nm: la
fraction mésosomique est plus riche en cytochrome og,q 5 et surtout en cytochrome
%561.5 qQue la fraction cytoplasmique.

Une comparaison des absorptions spécifiques des différents cytochromes dans
la fraction cytoplasmique et dans la fraction mésosomique (Tableaux V-VIII) montre
que la fraction mésosomique est plus riche en cytochromes, et surtout en cytochrome-
oxydase que la fraction cytoplasmique; ceci explique pourquoi les activités succino-
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TABLLEAU IV

COMPARAISON DES SPECTRES I'ABSORPTION A BASSE TEMPERATURE DES FRACTIONS MEMBRANAIRES
BRUTES CYTOPLASMIQUES (FC) ET MESOSOMIQUES (I"M) OBTENUS, AU COURS DE 4 EXPERIENCES,
A PARTIR DE B. sublilis CULTIVE SUR MILIEU COMPLEXE NON-GLUCOSE

I’intensité de Pabsorption des ditférents pics décelés a bassc température est exprimée en prenant
arbitrairement égal & 1 I'intensité de I'absorption de la bande a de 'oxydase (a -1- a3) (A = 600 nm).

Exp. Fraction Alnm):
5485 553 557 5615 600
2 FC 0.74 1.35 1.10 0.37 I
I 0.90 1.30 L.10 0.75 I
3 FC 0.50 1.10 0.91 0.27 T
"M 0.03 I 1 0.59 1
4 IFC 0.52 1 0.73 0.20 1
17\ 0.83 r.rz L 0.80 1
6 I°C 0.50 1.05 .90 0.29 i
M 113 1.16 1.21 1.53 1

oxydase et (ascorbate + TMPD)-oxydase sont plus élevées dans la fraction méso-
somique que dans la fraction cvtoplasmique.

Propriétés spectrales des sous-fractions membranatres oblenues a partiv de la fraction
Hésosomigue
L'étude spectrale a température ordinaire conduit aux observations suivantes
(Fig. 2 et Tableau V donnant a titre d’exemple les résultats d’'une de nos expériences).
Zone des bandes y: La fraction 2M est moins riche en oxydase (a + a;) (4 =

443 nm) que la fraction mésosomique brute (le degré de purification = 0.3}, alors
qu’elle présente un accroissement d’absorption spécifique (4 spéc.) & 4 = 427 nm,

550 600

I'ig. 3. Spectre de différence (réduit par dithionite/oxydé) & températurc ordinaire de la fraction
membranaire mésosomique purifiée 2M et des autres fractions séparées A partir de la fraction
mésosomique brute (expérience No. 3 du Tableau V). Les fractions membranaires sont en
suspension dans un tampon phosphate 50 mM, pH 7.2; épaisseur de la préparation: 0.5 cm. Le
contenu en protéine (cn mg/ml) des différentes fractions est le suivant: FM, 3.68 (bandes ;1) et
1.84 (bandes B et x); 2M, 1.46; 2M bis. 1.02: 3M, 2.08 (bande y) et 1.04 (bandes fiet %) M, 0.05.
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o

traduisant probablement un enrichissement en cytochromes (b -}- ¢); il s’en suit une
{orte augmentation du rapport 4 spéc. (b -+ c}y/4 spée. (@ -+ ag)y (1 pour la fraction
mésosomique brute et 2.7 4 3.6 pour 2 M). Enrevanche, la fraction 3M s’est enrichie en
oxydase (@ 4 a3) par rapport a la fraction brute mésosomique (le degré de purification
~ 2.8). L’enrichissement en cytochromes (b + ¢) de cette fraction 3M n’est que légere-
ment inférieur a celui de I'oxydase; le rapport 4 spéc. (b 4 ¢)p/d spéc. (a — a,)y de
3M est proche de celui de la fraction de départ la fraction mésosomique. Selon que,
d'une expérience a l'autre, la fraction 2M bis contient des tubules mésosomiques
plus ou moins mélangés a des membranes cytoplasmiques, le degré de purification de
I'oxydase (a + a,) s’est montré ¢levé ou faible, mais toujours supérieur A 1.

Zone des bandes «: La fraction 3M s’est enrichie d'une facon égale en cyto-
chromes (b 4- ¢) et en oxydase; le rapport 4 spée. (b + c)a/d spec. (a + ag)x reste
proche de celui de Ia fraction mé¢sosomique initiale. En revanche, la fraction 2M
(membranes mésosomiques morphologiquement les plus pures) est trés appauvrie

____ 550 600 ., 550 _ 600_._

Fig. 4. Spectres & basse température (— 190°) de la fraction membranaire mésosomique purifiée
2 M et des autres fractions séparées a partir de la fraction mésosomique brute. La série (a) des
spectres illustre plusieurs manipulations au cours desquelles la fraction mésosomique purifiée 2M
montre encore une trés faible absorption & 600 nM dépendante de la présence d’oxydase (a — aj ).
La série (b) des spectres se rapporte 4 une manipulation; ¢f. Tableau VI, Exp. 6: la fraction
mésosomique étant particuliérement riche en membranes mésosomiques, la fraction 2M qui en
est issue s’est montrée complétement dépourvue d’oxydase (@ + a,). Les différentes fractions
membranaires sont en suspension dans un tampon phosphate 50 mM, pH 7.z; épaisseur de la
préparation: T mm. Réduction par le dithionite.

Fraction Protéines (mg|ml)
Série a Série b

I'M 3.7 3.1

2M 2.9 1.0

2M bis 2.0 2.3

3M 2.1 —
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en oxvdase (a + a5) (A = 600 nm) (le degré de purification ~ 0.3). Son spectre pre-
sente deux pics d'absorption situ¢s 4 4 = 552 nm et A = 503 nm (Fig. 3).

La comparaison entre absorption spécifique (A spéc.) relative & Poxvdase
(a + a,) de la sous-fraction 2 M et celle de la sous-fraction 3 M, permet d’appﬂ'&rier
efticacité de la purification par gradient de densité. Dans le cas de U'expérience rap-
portée ici (Fig. 3 et Tablean V), 3M est g fois plus riche en oxydase (a + a;) que 2 M.

Spectres a basse température. La I'ig. 4 donne les spectres des différentes fractions
membranaires isolées a partir de la fraction mésosomique brute.

Sur le Tableau VI, figurent les valeurs des absorptions spécifiques calculées pour
chacun des pics d’absorption cytochromiques décelés a basse température chez B.
subtilist,

Ces valeurs permettant de calculer, pour chaque cytoclirome, le degré de puri-
fication obtenu par rapport a la fraction mésosomique brute, les résultats des Ex-
périences 3 et 4, montrent sans ambiguit¢:

Qu’en ce qui concerne l'oxvdase (¢ + a3), il v a appauvrissement trés net (le
degré de purification = 0.3 a 0.4) dans les membranes mésosomiques purifices 2 M
en méme temps qu'un enrichissement dans les membranes cvtoplasmiques 3 M (le
degr¢ de purification = 3) de telle sorte que 2 M est de 7 & 10 fois moins riche en
cvtochromes (a -~ ag) que 3 M. Lors de 'Expérience 6 (Tableau VI et Fig. 4b), la
fraction membranaire mésosomique brute, s’étant trouvée particuliérement riche en
membranes mésosomiques, sa purification par passage sur gradient de densité a
donné une fraction 2 M complétement dépourvue d’oxydase (a + a,).

Qu’en ce qui concerne les pigments absorbant a basse température a 2
548.5 nm et & 4 = 501.5 nmy, il v a un enrichissement important dans les membranes
mésosomiques 2M. Pour 3M, il n'y a pas d’enrichissement en ces cytochromes puisque
les pics « == 548.5 et « ~ 561.5 n’apparaissent pratiquement plus et qu’a ces lon-
gueurs d’onde s’ajoute une absorption dé¢pendant des cytochromes absorbant & 4
553 nm et 4 = 557 nm. Le degré de purification de chacun des cytochromes absorbant
a 4 = 553 nm et A = 557 nm dans la fraction 3 M, est d’ailleurs le méme que celui
de l'oxydase (a + ag), alors que le degré de purification du cytochrome absorbant
4 1 — 548.5 nm (et surtout celui du cytochrome abhsorbant a 2 — 361.5 nm) est nette-
ment inférieur a celui de l'oxydase (a + a3).

En conclusion, parmi les sous fractions séparées de la fraction mésosomique
brute, la fraction 3M, essentiellement constituée de membranes cytoplasmiques con-
tient les trois cytochromes agss, o557, %00(@ + @3), alors que la fraction 2M (constituée
de membranes mésosomiques) contient les cytochromes ogq 5 et oy .

DPropriétés spectrales des sous-fractions membranaires oblenucs a partiv de la fraction
cytoplasnvigue brutc

L’étude spectrale a température ordinatre est résumée dans Fig. 5 et le Tableau VII.

L’analyse des résultats montre qu’il existe un enrichissement trés net en oxydase
(a 4 aj) (le degré de purification = 2 a 4) dans toutes les sous-fractions membranaires
autres que 2C, sous-fractions olt Uon retrouve la plus grande partie des mésosomes
contaminant initialement la fraction cytoplasmique brute.

L’étude des spectves obtenus a basse température (Fig. 5 et Tableau VIII) sur les
différentes fractions séparées a partir de la fraction cytoplasmique brute, confirme
ce qui apparait d’aprés I'étude spectrale a température ordinaire, c’est-a-dire un en-
richissement en oxydase (@ + a,) des membranes cvtoplasmiques puriti€es.

Biochim. Biophvs. Acta, 256 (1972) 548-504
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Il convient toutefois de remarquer qu'il est difficile d’analvser d'une facon
aussi précise que dans le cas des sous-fractions membranaires mésosomiques, méme
a basse température, les propriétés spectrales des sous-fractions membranaires cvto-
plasmiques dans la zone o d’absorption des cytochromes (b -+ ¢}. En eflet, dans les
fractions 3C, 4C, 5C, la trés forte absorption & 4 == 555 nm masque les absorptions
des cytochromes éventuellement présents a 4 == 548.5 nm et 4 == 361.5 nm et empéchic
d’apprécier correctement le degré d’absorption & ces deux longueurs d’onde. I)’autre
part, l'estimation quantitative du cytochrome a5 est faussée par le fait que le
cytochrome o5, présente, a basse température, une seconde bande d’absorption
A = 546 nm®

Iig. 5. Spectre de différence (réduit par dithionitc/oxydé) a température ordinaire des fractions
membranaires cytoplasmiques purifiées 3C et 5C et des autres fractions séparées a partir de la
fraction cytoplasmique brute (FC). Les fractions membranaires sont en suspension dans un tampon
phosphate 50 mM, pH 7.2; épaisscur de la préparation: 0.5 cm. Contenu en protéine (mg/ml) des

différentes fractions: FC, 3.70; 2C, 1.70; 3C, 2.20; 5C, 2.64.

Fig. 6. Spectres 4 basse température (— 190°) des fractions membranaires cytoplasmiques puri-

fides 3C et 5C et des autres fractions séparées a partir de la fraction cytoplasmique brute (FC).
Les fractions membranaires sont en suspension dans un tampon phosphate so0 mM, pH 7.2;
épaisseur de la préparation: 1 mm. La réduction a été obtenue a I’aide du dithionite. Contenu en
protéines (mg/ml) des différentes fractions: FC, 6.20; 2C, 1.76; 3C, 1.72; 4C, 1.08; 5C, 1.92; 6C, 0.90

DISCUSSION ET CONCLUSION

En vue de connaitre la répartition des cytochromes de B subtilis dans les
membranes cytoplasmiques d’une part, et mésosomiques d’autre part, nous avons
tout d’abord séparé ces deux types de membranes en 2 fractions, relativement gros-
siéres, respectivement désignées la fraction cytoplasmique et la fraction mésosomique,
que nous avons ensuite purifices par sédimentation sur gradient discontinu de densit¢

Biockim. Biophvs. Acta, 256 (1972} 548-564
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de saccharose?. L’aspect morphologique de la fraction membranaire mésosomique
la plus pure (2M) (petites vésicules résultant de la fragmentation des tubules méso-
somiques) et 'aspect morphologique des fractions membranaires cytoplasmiques les
plus pures sont caractéristiques.

Notre étude spectrale de toutes les fractions obtenues au cours de la purification
des fractions mésosomiques et cytoplasmiques a montré clairement que:

(1) Les membranes mé¢sosomiques purifices contiennent deux cytochromes
%55 €t Zsg1.5; ces deux cytochromes sont absents des membranes cytoplasmiques
purifices.

(2) Loxvdase (a + a3) agq est localiste dans les membranes cytoplasmiques
{les trés faibles quantités d’oxydase retrouvées dans la fraction membranaire mésoso-
mique puritice 2M doit étre mise sur le compte d'une contamination membranaire
cvtoplasmique résiduelle).

(3) Les cytochromes a4 et a5, sont, comme Poxvdase (a + ay), localisés dans
les membranes cvtoplasmiques.

Le calcul du rapport A spéc. (a + ag)y/-l spéc. (a + ag)x s'est toujours montré
constant. En revanche, le rapport A spée. (b 4 ¢)y/d spée. (b — ¢c)a s’est montré trés
variable d'une fraction a I'autre; il atteint la valeur de 8 pour la fraction membranaire
m¢sosomique purifice 2M (¢f. Tableau V), alors qu'il se situe aux environs de 4 pour
les fractions membranaires cvtoplasmiques (¢f. Tableau VII).

En accord avec les résultats de 'é¢tude spectrale, nous avons constaté que les
membranes cvtoplasmiques purifices contenant des quantités élevées de cytochrome-
oxvdase (a + a4) ont une activité respiratoire élevée sur tous les substrats étudiés,
alors que les membranes mésosomiques purifiées (2 M), pratiquement dépoutvues
d’oxvdase (a - a5), ont une activité respiratoire trés faible.

Nous avons ¢tabli (Tableau IX) que les activités spécifiques (act. spée.) suc-
cino-déshvdrogénase, succino-oxvdase, (ascorbate + TMPD)}-oxydase des différentes

TABLEAU IX

DEGRES DE PURIFICATION DE DIFFERENTES FRACTIONS MEMBRANAIRES DE I, subtilis
L’Estimation de degré de purification d’apres. (a) des mesures d'activité succino-deshydrogénase;
(b) des mesures d’activité succino-oxydase; (¢) des mesures d’activité (ascorbate -~ TMPD)-
oxvdase; (d) des mesures d’absorption spécifique a température ordinaire de Uoxydase (a = ay)
(A - 600 nm); (¢} des mesures d’absorption spécifique & basse température de Voxydase (a + ay)
et calculées par rapport a la fraction mésosomique brute ou a la fraction cytoplasmique brute
dont clles sont issues.

Fraction Lxp. Degrés de purification estimés d’aprés:
{a) (b) (¢} {d) (e)

2M I 0.4 —- 0.0 0.6 0.5

2 — 0.2 0.5 0.3 0.26
3M i 3.0 - .7 . 2.7

2 - 2.7 2.5 2.7 2.7
3( 1 2.5 - 3.5 2 2

2 — 4 3.2 2.2 4.0
4C L 3.7 - 4.9 37 3

2 - 3.0 3.5 r.7 2.5
5C I 2.4 - 2.5 2 2.8

2 — 3 3 2.2 2.4

Biochim. Biophys. Acta, 256 (1972) 543-564
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fractions membranaires, coincident assez ¢troitement avec le degré de purification
de Poxvdase (a + aj), calculé sur la bande &« = 600 nm des spectres obtenus & tem-
pérature ordinaire et a basse température.

Il apparait que par leurs caractéres morphologiques, spectraux et enzymatiques,
les membranes mésosomiques purifi¢es se distinguent nettement des membranes cvto-
plasmiques purifices.

Les résultats de nos expériences (dont I'essentiel a récemment fait 'objet d'une
bréve communication)? nous permettent d’affirmer sans ambiguité, que seule la mem-
brane cytoplasmique contient les cytochromes oy, %557, &goo (@ + a3), faisant partie
d’une chaine de transfert d’¢lectrons apparentce a la chaine respiratoire classique.
Les cytochromes o q.5 et %5615 présents dans les membranes mésosomiques, ne seni-
blent pas intervenir directement dans ce processus. Comme l'indiquent les résultats
(en cours de publication) d’une é¢tude des proprictés spectrales des cvtochromes pré-
sents dans les membranes totales (cytoplasmiques + mésosomiques) de B. subtilis,
les cytochromes des membranes mésosomiques, réductibles par NADH et, mieux
encore, par (ascorbate + TMPD), et non r¢ductibles par le succinate, intervien-
draient dans une autre chaine de transfert d'électrons (cf. réf. 7).

RESUME

Avyant mis au point une méthode de séparation et de purification des membranes
cytoplasmiques et mésosomiques de Bactllus sublilis, il a ét¢ possible d’établir que:

1. Les membranes cytoplasmiques contiennent exclusivement les cytochromes
Xgs Xazz €L %geo (@ + @) et possédent des activités NADH-oxvdase, succino-déshydro-
genase, succino-oxydase et (ascorbate + TMPD)-oxydase ¢levées.

7 2. Les membranes mésosomiques contiennent exclusivement les cytochromes
%s4a.5 €t otgg.5. Leur activité succino-oxydase est pratiquement nulle; les deux cyvto-
chromes ne sont pas réductibles par le succinate. En revanche, leurs activités NADH-
oxvdase et (ascorbate + TMPD)-oxvdase sont comparativement plus ¢élevées: les
deux cytochromes peuvent ¢tre alimentés en Clectrons par NADH et (ascorbate -
TMPD).
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