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SUMMARY 

Study of the mechanism of the effect of extracellular p H  on the synthesis of  the 
oxidative complex (cytochrome aq-a3) of Bacillus coagulans: relationship to the 
"glucose effect" and role of excreted coproporphyrin III 

During the "respiratory adaptation" of Bacillus coagulans, it was possible to 
dissociate the kinetics of cytochrome a and aa synthesis with carbon monoxide. The 
synthesis of cytochrome aa is preferentially repressed when the pH of the incubation 
medium is pH 6.5 instead of pH 5.5. However, though the total synthesis of tetra- 
pyrrole compounds is the same at both pH values, the excretion of coproporphyrin III 
is much increased at pH 6.5. Bacillus coa#ulans, sensitive to the "glucose effect", 
shows the "pH effect" only in the presence of high glucose concentrations. The 
repression of the oxidase complex synthesis by a slight increase of the extracellular 
pH appears directly related to the increase of the extracellular coproporphyrin III. 

RI~SUME 

I1 a 6t6 possible, fi raide de l'oxyde de carbone, de dissocier les cin6tiques de 
synth6se du cytochrome a et du cytochrome a3 au tours de "l'adaptation respira- 
toire" de Bacillus coagulans. La synth6se du cytochrome a aest,  par rapport aux 
essais fi pH 5.5, pr6f6rentiellement r6prim6e quand le pH du milieu d'incubation 
est 6gal ~t 6.5. Cependant, alors que la quantit6 totale de compos6s t6trapyrroliques 
synth6tis6s est la m~me ~t pH 5.5 et/t pH 6.5, l'excretion de coproporphyrine III est 
plus grande ~ pH 6.5. Bacillus coagulans, sensible ~t "l'effet glucose", ne pr6sente 
cet "effet pH" qu'en pr6sence de glucose ~t forte concentration. Une analyse quanti- 
tative de ces r6sultats montre que la r6pression de la synthese du complexe oxydasique 

Abbr6viations: Bacilluss. 5 ou Bacillus6.5, Bacillus coagulans cultiv6 sur milieu complexe 
glucos6 ~ 5 % dont le pH est rnaintenu constant par pH stat soit ~ pH 5.5, soit ~ pH 6.5. "Compos~s 
copro": coproporphyrinog~ne III+coproporphyrine III. 
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par une faible augmentation du pH extracellulaire (de 5.5-6.5) est directement reli6e 
une augmentation de l'excr6tion de coproporphyrine IIl. 

INTRODUCTION 

Ayant pr6c6demment [1 ] mis en 6vidence le fait qu'une faible variation de 
pH de 5.5-6.5 du milieu de culture ou du milieu "d'adaptation respiratoire" [2] de 
Bacillus coagulans influence la synth6se du syst6me cytochromique et, d'une faqon 
pr6pond6rante, celle du cytochrome a3, nous avons tent6 d'analyser cet "effet pH". 

Nos exp6riences ortt eu principalement pour objet de pr6ciser dans quelle 
mesure cet "effet pH" s'exerqait au niveau des voies de synth6se des groupements 
h6matiniques et dans quelle mesure il 6tait ou non associ6 ~ 'Teffet glucose". 

Nos r6sultats 6tablissent notamment l'existence d'une corr61ation entre excr6- 
tion de coproporphyrine III et r6pression de la synth6se des cytochromes. Les hypo- 
th6ses qu'ils sugg6rent ~t propos du m6canisme de la r6pression tr6s sp6cifique de la 
synth6se du cytochrome a 3 sous l'effet d'une variation du pH du milieu glucos6 de 
5.5 h 6.5 sont d6taill6es dans la discussion. 

MATI~R1EL ET MI~THODES 

Les conditions de culture et de r6colte de B. coagulans ATCC 11.369, les 
conditions "d'adaptation respiratoire", la m6thode de fractionnement et d'isolement 
des membranes totales ainsi que les m6thodes de dosages spectrophotomgtriques 
des cytochromes en absence ou en pr6sence de CO sont expos6es dans de pr6c6dentes 
publications [1-3]. 

Identification et dosage de coproporphyrine III 
L'extraction des porphyrines est effectu6e par la technique d6crite par Brouillet 

et al. [4]. 
Les chromatographies des porphyrines sur plaque de silice sortt faites d'apr6s 

la technique d'Eriksen [5] en pr6sence d'6chantillons t6moins (uroporphyrine III, 
coproporphyrine III et protoporphyrine IX) obtenus par hydrolyse acide des esters 
commerciaux correspondants. 

La coproporphyrine III en solution dans 3 M HC1 est dos6e spectrophoto- 
m6triquement ~ 2 = 402 nm, en utilisant le coefficient d'extinction e,,~----489, 
d'apr6s la technique de Labbe [6]. 

La d6termination des proportions de forme oxyd6e (coproporphyrine II1) ou 
de forme r6duite (coproporphyrinog6ne III) des "compos6s copro" est effectu6e en 
dosant dans une premi6re prise d'essais, la quantit6 de coproporphyrine III extraite 
par HC1 3 M, et dans une deuxi6me prise d'essais, la quantit6 totale des "compos6s 
copro", apr6s oxydation totale du coproporphyrinog6ne III par l'iode (0.1 M) 
(suivie d'une r6duction par la cyst6ine de l'iode en exc6s). La diff6rence entre les 
deux dosages donne la quantit6 de coproporphyrinog6ne III pr6sente. 

RI~SULTATS 

(I) Cinktiques de la synth~se du cytoehrome a et du cytochrome a 3 au cours d'essais 
"'d'adaptation respiratoire" de B. coagulans, en milieu minimum glucos~ ~ 3 %, soit 
p H  5.5, soit d pH 6.5 
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Fig. 1. Cin6tiques de synth~se du cytochrome a et du cytochrome aa au cours d'essais "d ' adap ta t ion  
respiratoire" de B. coagulans sur milieu minimum glucos6 (3 ~o) neutralis6 par  2 M K O H  ~t p H  5.5 
et ~t p H  6.5. La teneur en cytochrome a et cytochrome a3 des membranes  totales est d6termin6e par  
spectres de diff6rence (r~duit dithionite/~tat oxyd~) et (rgduit d i th ioni te+CO/r6dui t  dithionite) ~t 
2 = 442 n m  et elle est exprim~e en nmol  de cytochromes/mg de prot~ines [8]. 

Les teneurs en cytochrome a et en cytochrome a3 ont 6t6 d&ermin6es, ~t 
;t = 442 rim, d'apr6s les spectres de diff6rence r6duit (dithionite)/oxyd6 et r~duit 
(dithionite)/ r6duit(dithionite)+CO des pr6parations de membranes totales de B. 
coagulans d'apr6s la technique d6crite par Broberg et Smith [7]. 

Les cin6tiques de leur synth6se sont repr6sent~es sur la Fig. 1. On voit que: 
pH 5.5, c'est4t-dire, quand la synth6se du complexe oxydasique (cyto- 

chromes a+a3) est la plus ~lev6e, il y a en premier lieu, synth6se du cytochrome a. 
Ce n'est qu'apr6s 30--45 min que la teneur en cytochrome a3 atteint des concentrations 
appr6ciables. On assiste ensuite ~t une acc616ration de la synth6se du cytochrome a3 
alors que la vitesse de synth6se du cytochrome a diminue; ~ t ---- 45 min, le cytochrome 
a3 repr6sente 10 ~o de la totalit6 des cytochromes a+aa et ~ t = 180 rain, il en 
repr6sente 45 ~ .  

pH 6.5, les cin&iques de synth6se du cytochrome a et du cytochrome a3 
sont plus lentes et c'est la synth6se du cytochrome a3 qui est le plus fortement r6prim6e 
par la variation de pH du milieu extracellulaire de 5.5 ~ 6.5: ~t t = 45 min, le cyto- 
chrome a3 n'est pas d6celable et ~ t---- 180 rain, il ne reprisente que 15 ~o de la 
totalit6 des cytochromes a+a3. 

Darts tousles cas, la synth6se du cytochrome a pr6c6de celle du cytochrome a 3- 
Ces synth6ses sont inhib6es par le chloramph6nicol (200/~g/ml). 
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(H) Comparaison entre les quantit~s des compos~s t~trapyrroliques synthetis?s par 
Bacilluss. se t  par Bacillus6. 5. dans des conditions homologues donn~es 

Le fait que la variatiol~ de la teneur en cytochrome a 3 de Bcs. 5 et de Bc6. 5 se 

manifeste par la variation d'intensit6 de son spectre dont les propri6t6s sont 6troite- 
ment li6es & la nature de son groupement prosth6tique (h6me a), nous a incit6 & 
rechercher dans quelle mesure l'effet du pH extracellulaire s'exerqait sur telle ou telle 
6tape de sa synth6se. Pour ce faire, nous avorts compar6 (toutes choses 6gales d'ail- 
leurs), la nature et la quantit6 des diff6rents compos6s t6trapyrroliques (h6mo- 
prot6ines ou compos6s t6trapyrroliques libres) pr6sents dans le contenu cellulaire 
(cytosol-membranes) et dans le milieu extracellulaire (milieu de culture ou milieu 
d'adaptation). 

(I)  Mise en ~vidence d'une excretion de coproporphyrine III. II nous a 6t6 
possible d'extraire du milieu extracellulaire un pigment absorbant ~ 2 = 401.5 nm 
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Fig. 2. Identification de la coproporphyrine III pr6sente dans les cytosols et les milieux de culture de 
B. coa#ulans cultiv6 sur milieu complexe glucos6 soit & pH 5.5, soit / t  pH 6.5. (I) Chromatographic 
sur plaque de silice dans le solvant 2,6-1utidine/H20 (5 : 3, v/v) en pr6sence de vapeurs d'ammoniac. 
A, d6p6t du cytosol de Bacillus 5 .5 ; B, d6p6t du cytosol de Bacillus6. 5 ; T, d6p6t des t6moins: Proto, 
protoporphyrine IX; Copro, coproporphyrine III; Uro, Uroporphyrine III. (II) Spectre d 'absorption 
de la porphyrine extraite: At  et B1, & partir des taches 1 et 2 des d6pots A e t  B (cf. chromatographie 
ci-dessus); C, & partir des milieux de culture & pH 5.5 ou & pH 6.5. Spectres t6moins de la Copro- 
porphyrine III et de la protoporphyrine IX. 
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TABLEAU I 

Comparaison des synth6ses des compos6s t6trapyrroliques effectu6es par B. coagulans cultiv6 en 
a6robiose sur milieu complexe glucos6 (5 %) soit/t pH 5.5, soit/t pH 6.5. Dans les deux cas, la d6ter- 
ruination est effectu6e en phase exponentielle de croissance (/t A = 0.7) et pour 3 1 de milieu (10 g 
poids frais de ceilules). La teneur en cytochromes a+as (2+os *m) et en cytochromes bq-c (2 = 560 
nm) est d6termin6e par spectre de diff6rence (r6duit dithionite/oxyd6) sur la pr6paration des mem- 
branes totales des cellules. La teneur en compos6s copro intracellulaires est d6termin6¢/~ 2 = 402 nm 
sur la pr6paration de eytosol de ces cellules (surnageant 250 000 × g). La teneur en coproporphyrine III 
extracellulaire est d6termin~/ t  A = 402 nm sur le milieu extracellulaire. Les r~ultats, exprim6s en 
nmol, sont les moyennes de quatre s6ries d'exp6riences r6alis6es dans les m~mes conditions. 

Cultures a6robies ~t 

pH 5.5 pH 6.5 

Cytochromes (a+aa)  38.4 4.8 
(b+c) 12.8 9.6 
(a+aa)+(b+c) 51.2 14.4 

Compos6s copro, intracellulaires 4.6 2.6 
Coproporphyrine extracellulaire 74 119 
Coproporphyrine total 78.6 121.6 
(a+aa)+(b+c)+Copro. total 129.8 136 

TABLEAU II 

Comparaison des synth6ses des compos6s t6trapyrroliques effectu6es par B. coagulans au cours 
d'essais "d'adaptation respiratoire" sur milieu minimum glucos6, soit ~ pH 5.5, soit/L pH 6.5. Apr6s 
une croissance en ana6robiose (indiff6remment/L pH 5.5 ou/L pH 6.5) sur milieu complexe glucos6, 
les cellules sent r6colt6es/t A = 0.7 et lav6es par du tampon phosphate NazHPO+/KH2PO,~ 0.1 M, 
pH 7. A t = 0 min, 24 g de cellules sent incub6es/l pH 5.5 dans 1600 ml de milieu minimum glucos6 
dans un ballon de 6 1 (a6ration 1 1 d'air/min per 1 de milieu) et 24 g de cellules sent incub6s, dans 
les m~mes conditions de volume et d'a6ration,/~ pH 6.5. A t = 0, t = 45, t = 90, t = 135 et t = 180 
min, la d6termination des compos6s t6trapyrroliques est r6alis6¢, chaque lois, sur 6 g de poids frais 
de cellules incub6cs, soit /t pH 5.5, soit ~ pH 6.5. Les quantit6s totales des cytochromes a+a3, 
cytochromes b + c de compos6s copro, intracellulaires et coproporphyrine extracellulaire sent d6ter- 
min6es comme pr6c6demment (cf. Tableau I). Les r6sultats, exprim6s en nmol, sent les moyennes de 
trois s6ries d'exp6riences r6alis6es dans les memes conditions. 

Adaptation respiratoire 

pH 5.5 pH 6.5 

to t+s tgo tlas tlso to t+s t90 tza5 t18o 

Cytochromes (a+aa)  0 5 10.9 17.3  24.2 0 1.2 1.6 2.4 3.2 
(b+c) 0 2.5 6 10 13 0 2 5.5 8 12 
(a-Faa)-F(b+c) 0 7.5 16.9  27.3 37.2 0 3.2 7.1 10.4 15.2 
Compos6s copro, intracellulaires 1.8 1.9 2.4 3.3 4.5 1.8 0.5 1.2 1.5 1.6 
Copro.0ne) extracellulaire 0 7.6 21 36.3 50.5 0 14.5 30.4 56 72.9 
Copro. total 1.8 9.5 23.4 39.6 55 1.8 15 31.6 57.5 74.5 
(a+aa)+(b+c)+copro. tOtal 1.8 17 40.3 66.9 92.2 1.8 18.2 38.7 67.9 89.7 
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(cf. Fig. 2) identifi6 par chromatographie sur plaque de silice comme 6tant de la 
coproporphyrine III*. 

La quantit6 de coproporphyrine III excr&6e cro~t en fonction de la dur6e de 
l'incubation; elle est influenc6e par la variation du pH du milieu extracellulaire. 

I Ine  nous a 6t6 possible de d6celer ni protoh6me, ou h6me a libre, ni produit 
de d6gradation du noyau t6trapyrrolique tel que la billirubine [9]. 

(2) Bilans eomparOs des eomposOs t~trapyrroliques synthOtisOs par Baeilluss. 5 
et par Bacillus6. 5 . Ces bilans ont 6t6 d6termin6s soit au cours de cultures a6robies, 
en phase exponentielle (A = 0.7) (taux de croissance 6gal ~ 1.5 identique pour 
Baeilluss. s e t  pour Bacillus6.5), soit au cours d'essais "d'adaptation respiratoire" 
pH 5.5 ou ~t pH 6.5 (cf. Tableaux ! et II). 

Pour une exp6rience donn6e, ils repr6sentent la somme, exprim6e en nmol, 
des quantit6s de cytochromes a÷a3  et de cytochromes (b+e)intramembranaires; des 
"compos6s copro" du cytosol, et de la coproporphyrine III du milieu extracellulaire. 

Les quantit6s de catalase synth6tis6es, calcul6es d'apr6s des mesures polaro- 
graphiques de l'activit6 catalasique, en prenant comme activit6 sp6cifique mol6culaire 
10 - 7  [10], sont de l'ordre de 10 -z  nmol, c'est-h-dire n6gligeables vis-~,-vis des quan- 
tit6s des autres compos6s t6trapyrroliques consid6r6s. 

En ce qui concerne le cytochrome O [1], la raise en 6vidence d'une faible 
variation de sa teneur en fonction du pH, du m6me ordre que celle des cytochromes 
b [3] auxquels on a tendance ~t l'assimiler [11, 12], nous ont conduit ~ ne pas en 
tenir compte dans les bilans. 

Ces bilans montrent que la quantit6 totale de mol6cules t6trapyrroliques 
synth6tis6es par Baeilluss. s et par Bacillus6.5, est sensiblement la m6me, alors que 
la quantit6 de cytochromes a + a  3 synth6tis6s par Bacillus6. 5 est abaiss6e de 85 
par rapport ~ celle de Baeilluss. s e t  que la quantit6 de coproporphyrine III excr6t6e 
par Bacillus6. 5 est toujours plus grande (d'environ 30 ~ )  que celle de Baeilluss. 5 . 

A noter que dans le milieu extracellulaire, on ne trouve que de la copropor- 
phyrine III alors que dans le cytosol il existe h la fois de la coproporphyrine III et 
du coproporphyrinog6ne III; cette derni6re substance repr6sente 60-75 ~o de la 
totalit6 des compos6s copro intracellulaires quel que soit le pH extracellulaire. 

Ces r6sultats, compte tenu de ce que l 'on sait ~t propos de la voie de synth6se 
des h6mes (r6sum6es dans le sch6ma propos6 par Lemberg et Barrett [13]) permettent 
de conclure que: d'une part, l'accroissement du pH du milieu est sans influence sur 
les voies de synth~se du noyau t6trapyrrolique jusqu'au coproporphyrinog6ne; 
d'autre part, l'accroissement du pH entrMne un blocage partiel de la synth6se du 
protoh6me se manifestant par une excr6tion accrue de coproporphyrine III. 

(III) Mise en Ovidence d'un effet rkpresseur du 9lueose vis-gt-vis de la synthOse des eyto- 
chromes de B. eoagulans eultiv~ en a~robiose: Relation entre effet p H  et effet glucose 

L'effet r6presseur de la variation du pH extracellulaire de 5.5 h 6.5 sur la 
synth6se des cytochromes et plus particuli6rement sur la synth6se du cytochrome a3, 
s'est toujours manifest6 au cours d'exp6riences r6alis6es avec B. eoagulans, soit cultiv6 

* Cette identification a 6t6 r6alis6e err collaboration avec Melle N. Brouillet [4] que nous tenons 
h remercier tr6s vivement. 
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en milieu complexe glucos6 ~t 5 ~o, soit au cours d'essais "d'adaptation respiratoire" 
en milieu glucos6 ~ 3 ou h 5 ~ .  

Sachant d'une part que le glucose h de telles concentrations est susceptible 
de r6primer la synth6se de nombreux enzymes (effet glucose) [14-21], et sachant 
d'autre part que cet effet porte notamment sur la synth6se du syst6me respiratoire 
[22-25], en affectant err premier lieu la synth6se des cytochromes de type a [26-30], 
il nous a paru int6ressant de savoir si la variation de la concentration en glucose du 
milieu de culture jouait un r61e dans "l'effet r6preseur" du pH (de 5,5 ~t 6,5) sur la 
synth6se du cytochrome a3. Pour ce faire, B. coagulans a 6t6 cultiv6 sur milieu com- 
plexe soit en pr6sence de glucose 5 ~ (I = 1.5), ou en pr6sence de glucose 0.5 
(I = 0.7), soit en absence de glucose (I = 0.6), soit en pr6sence de succinate de 
sodium 5 ~ (I = 1.3), tant6t ~ pH 5.5 tantot ~t pH 6.5. Quel que soit le taux de 
croissance, les cellules ont 6t6 r6colt6es en phase exponentielle de croissance 
A ~ 0.7. Le dosage des cytochromes a 6t6 fait sur les membranes totales. 

Les r6sultats de ces exp6riences sont pr6sent6s dans les Tableaux III et IV. 
D'apr6s le Tableau III, on voit qu'~t un pH donn6, 5.5 ou 6.5, lorsque la con- 

centration en glucose du milieu passe de 0 ~t 5 ~ ,  la teneur en cytochromes aq-a 3 et 
bq-c des membranes totales diminue. Ainsi, est-il mis en 6vidence que le syst6me de 
synth6se des cytochromes de B. coagulans est sensible ~t 'Teffet glucose". On voit de 
plus: h pH 5.5, que la pr6sence de glucose 5 ~ entraine une diminution de synth6se 
des cytochromes aq-a a de deux fois et de synth6se des cytochromes bq-c de trois fois, 
par rapport aux cytochromes synth6tis6s dans un milieu complexe non glucos6; 
pH 6.5, que la pr6sence de glucose 5 ~ entraine une diminution de synth6se des cyto- 
chromes a-q-a 3 de 15 fois, et une diminution de synth6se des cytochromes bq-c de 10 
fois par rapport aux cytochromes synth&is6s dans un milieu complexe non-glucos6. 

D'autre part, d'apr6s les r6sultats pr6sent6s dans le Tableau IV, on voit que: 
~t pH 5.5, le rapport des concentrations cytochrome a3/cytochromes a-+-a 3 reste 
constant quelle que soit la concentration en glucose; la teneur en cytochrome aa 
repr6sente toujours environ 45 ~o de la concentration totale en cytochromes aq-a3; 

TABLEAU III 

Concentration en cytochromes a+aa et cytochromes b+c en nmol/mg prot6ine des membranes 
totales de B. coagulans r6colt~ ~. A = 0.7 en phase exponentielle de croissance a6robie sur milieu 
complexe additionn(~ ou non de glucose et maintenu soit b. pH 5.5, soit ~. pH 6.5. * Teneur en cyto- 
chromes a + a s  et b + c  lorsque B. coaeulans est cultiv~ soit a pH 6.5 sur milieu complexe sans glucose, 
soit a pH 5.5 ou ~. pH 6.5 sur milieu complexe plus succinate de sodium 5 %. La d~termination est 
faite par spectre de diff6rence (r~duit dithionite/oxyd~) sur des membranes totales mises en sus- 
pension dans du tampon phosphate (Na2HPO4/KH2PO4) ~. pH 7.0. 

Cultures sur milieu complexe Cytochromes 

(a+aa) (b+c) (a+aa) 
(nmol/mg protein) (nmol/mg protein) (b+c) 

pH 5.5 pH 6.5 pH 5.5 pH 6.5 pH 5.5 pH 6.5 

+Glucose 5 ~ 0.740 0.086 0.22 0.12 > 1 < 1 
+Glucose 0.5 ~o 1.300 0.790 0.69 0.60 > 1 > 1 
sans Glucose 1.390 1.300" 0.68 ~'1.20" > 1 --~ 1" 
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TABLEAU IV 

Concentration en cytochrome a et en cytochrome aa (nmol/mg prot6ines) des membranes totales 
de B. coagulans r6colt6 h A = 0.7, en phase exponentielle de croissance a6robie, sur milieu complexe 
additionn6 ou non de glucose et maintenu soit h pH 5.5 soit b. pH 6.5. (* m6mes conditions qu'au 
Tableau lII). La concentration en cytochromes a+aa est d6termin6e par spectre de diff6rence 
(r6duit CO/r6duit). La concentration en cytochrome aest d6termin6e par diff6rence entre la con- 
centration des cytochromes a+a3 et celle du cytochrome a3. 

Cultures sur milieu complexe Cytochromes 

a a3 a3  
(nmol/mg protein) (nmol/mg protein) (a +an) 

pH5.5 pH6.5 pH5.5 pH6.5 pH5.5 pH6.5 

+Glucose 5 ~o 0.407 0.073 0.333 0.013 0.45 0.15 
+Glucose 0.5 ~ 0.715 0.553 0.585 0.237 0.45 0.30 
sans Glucose 0.764 0.715* 0.626 0.585* 0.45 0.45* 

~t pH 6.5, le rapport des concentrations cytochrome a3/cytochromes a4-a 3 varie 
suivant la concentration du glucose pr6sent dans le milieu; la teneur en cytochrome 
a 3 repr6sente 15, 30 et 45 ~ de la concentration totale en cytochromes a4-a 3 en 
pr6sence respectivement de glucose 5, 0.5 ~ ou sans glucose. 

La concentration en cytochrome a 3 est 45 fois plus 61ev6e dans les membranes 
de B. coa#ulans cultiv6 sans glucose que dans celle de B. coaoulans cultiv6 en pr6sence 
de glucose 5 ~ .  Dans les m~mes conditions, la variation de concentration du cyto- 
chrome a n'est que de 10 fois. 

I1 est important de souligner que lorsque B. coaoulans est cultiv6 sur milieu 
complexe dans lequel le glucose est remplac6 par le succinate de sodium 5 ~o, ~t 
pH 5.5 ou h pH 6.5, la teneur en cytochromes a-J-a 3 et b + c  des cellules est sensible- 
ment 6gale 5. celle des cellules cultiv6es sur milieu complexe non-glucos6 5. pH 6.5. 

I1 apparalt ainsi que l'effet r6presseur de l'accroissement de pH de 5.5 h 6.5; 
s'exerqant pr6f6rentiellement sur la synth6se du cytochrome a3, n 'a lieu que si le 
glucose est pr6sent dans le milieu h concentration relativement 61ev6e (5 ~) .  Ceci 
t6moigne d'une corr61ation entre "effet glucose" et "effet pH"  et ceci indique que 
l'effet r6presseur, par diminution de la concentration en protons du milieu ext6rieur, 
sur la synth6se du cytochrome a 3 doit s'exercer par l'interm6diaire d'une m6diateur 
dont l'activit6 (ou la synth6se) est en relation avec le m6canisme de la r6pression par 
le glucose. 

( IV)  Recherche du mOdiateur responsable de la rOpression de la synth~se du systOme 
o xydasique ( c ytochromes a + a 3 )  

Bien que nous ayons mis en 6vidence des variations importantes de la modalit6 
de d6gradation du glucose entre Baeilluss. s e t  Bacillus6. 5, il ne parait pas possible 
d'attribuer b. l 'un des produits de d6gradation du glucose le r61e de m6diateur res- 
ponsable de la r6pression pr6f6rentielle de la synth6se du cytochrome a3 [3]. 

En revanche, nous avons constat6 que dans les diff6rentes conditions de 
culture pr6c6demment d6crites, plus la r6pression de synth6se des cytochromes est 
forte, et plus la quantit6 de coproporphyrine III  excr&6e augmente (cf. Fig. 3). 



581 

1.G 
(b+c) 

O.E 

~ _1:1 . . . . . .  
o.~ n D "', 40 

V 

O~ 20 ~ 

I.) 

10 20 30 40 50 60 70 
Copro excr~t~e (nM) 

Fig. 3. Variation de la concentration en cytochromes a,a3 et b + c  (nmol de cytochromes/mg de 
pr, oteines) des membranes totales de B. coagulans, en fonction de la concentration de copropor- 
phyrine III  (nM) excr6t6e dans le milieu de culture (/t A = 0.7), darts diff~rentes conditions de 
cultures (a6robiose ou ana~robiose, concentration en glucose et valeur de pH du milieu de culture 
variables (el. Tableau V). (Copro excr6t~¢: coproporphyrine III extracellulaire) (riM). []-IS], teneur 
en compos~s copro intracellulaires (nM). 

A noter que dans ces diff~rentes conditions, la concentration en compos6s 
copro intracellulaires varie peu. 

En rapprochant ces faits, des observations de Charalampous [31] ~ propos 
de l'action inhibitrice de la coproporphyrine III sur la syntb~se "de novo" du syst6me 
oxydasique des mitochondries delevure, nous avons 6t6 conduits ~t examiner les 
effets de l'augmentation de la concentration extracellulaire de coproporphyrine III. 
Pour cela, nous avons ajout~ dans des essais "d'adaptation respiratoire" r~alis6s ~t 
pH 5.5 (c'est-~t-dire darts les conditions de synth~se maximum) dela eoproporphyrine 
III 187.5 nmolaires (concentration d6termin~ ~t t = 180 rain ~ pH 6.5, of. Tableau 
II). On constate, apr6s 3 h d'incubation, que l'essai additionn6 de eoproporphyrine 
III pr~sente, par rapport ~ ressai t6moin (sans coproporphyrine III), une r6pression 
de la synth6se des eytoehromes a+a3 de 80 ~o alors que la synth~se des cytochromes 
b+c n'est r6prim6e que de 20 ~o. 

Ce r6sultat montre que la coproporphyrine III extracellulaire exerce un effet 
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r6presseur sur la synth6se du syst6me oxydasique (cytochromes a+a3) de B. co- 
agulans. 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

En tenant compte ~t la fois des r6sultats exp6rimentaux qui viennent d'6tre 
expos6s et des donn6es bibliographiques s'y rapportant, nous nous proposons 
d'analyser quel pourrait ~tre le m6canisme de la r6pression tr6s sp6cifique de la 
synth6se du cytochrome a3 au sein du complexe oxydasique (cytochromes a+a3) 
sous l'effet d'une augmentation relativement faible du pH (de 5.5 ~t 6.5) du milieu 
(milieu de culture glucos6 ou milieu "d'adaptation respiratoire" glucos6) que nous 
avons raises en 6vidence. 

Chez les prokaryotes, le complexe oxydasique a 6t6 peu 6tudi6 et on ignore 
le nombre de sous-unit6s prot6iques et le type de l'acide d6soxyribonucl6ique con- 
tr61ant leurs syntheses. 

Dans le cas de B. coagulans, nos exp6riences fournissent les pr6cisions sui- 
vantes: 

(1) La cin~tique de synth~se du cytochrome a et celle du cytochrome a3 
(dissocires en faisant intervenir CO) ne sont pas synchrones: la synth~se du cyto- 
chrome a prrc~de celle du cytochrome a 3 (cf. Fig. 1). Ceci a 6t6 aussi observ6 pour 
des cellules eukaryotes [32, 33] chez lesquelles les diffrrences de rractivit6 du cyto- 
chrome a et du cytochrome a3 drpendraient d'un agencement du complexe oxydasi- 
que, command6 principalement par au moins sept sous-unitrs protriques [34-36] 
synthrtisres les unes par le syst~me cytoplasmique, les autres par le syst~me mito- 
chondrial [37-39]. 

(2) Ces syntheses correspondent ~t une formation de protrines "de novo" car 
l'addition de chloramphrnicol (200/~g/ml) b. des essais "d'adaptation respiratoire" 
inhibe la synth~se des cytochromes a e t a  3 . 

(3) Quel que soit le pH (5.5 ou 6.5) du milieu de culture anarrobie, c'est la 
variation du pH de 'Tadaptation respiratoire" qui entraine une rrpression prr- 
frrentielle de la synth~se de l'oxydase. 

Ainsi, la rrpression prrfrrentielle du cytochrome aa par rapport au cyto- 
chrome a de B. coagulans sous l'effet d'une faible variation du pH extracellulaire 
drpendrait de la rrpression prrfrrentielle de la synth~se d'une ou plusieurs sous- 
unitrs protriques du complexe oxydasique. 

D'autre part, les bilans des composrs trtrapyrroliques synthrtisrs par les 
cellules cultivres soit b. pH 5.5 soit b. pH 6.5 (cf. Tableaux I et II) montrent que les 
quantitrs totales des compos~s trtrapyrroliques formrs sont sensiblement les m~mes 
pour les cellules cultivres ~t pH 5.5 ou ~t pH 6.5. Ainsi, 'Teffet pH" n'interviendrait 
pas au niveau des 6tapes prrcrdant la synth~se du coproporphyrinog~ne III. 

Toutefois, ces bilans montrent aussi que l'excr~tion de coproporphyrine III 
est influencre par la variation du pH extracellulaire de 5.5 b. 6.5. Cette excrrtion accrue 
de coproporphyrine III nous a conduit b. mettre en 6vidence que l'addition de co- 
proporphyrine III dans le milieu "d'adaptation respiratoire" de B. coagulans, ~t 
pH 5.5 (c'est-h-dire dans les meilleures conditions de synth~se) ~t la concentration 
drterminre lorsque les cellules sont incubres h pH 6.5, entraine une inhibition prrfr- 
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rentielle de la synth6se du complexe oxydasique, identique h celle provoqu6e par 
l'61evation/t pH 6.5 du pH extracellulaire. 

En 1969, Shanmugan et Berger [40] avaient suppos6 que la coproporphyrine 
III excr6t~e par Rhodopseudomonas spheroides pouvait 8tre responsable de la r6- 
pression de la synth~se de rapocatalase, et en 1974, Charalampous [31] a mis en 
6vidence l'action inhibitrice sp~cifique de la coproporphyrine III sur la synth~se "de 
novo" des sous-unit6s prot~iques du complexe oxydasique, dans les protoplastes de 
Saccharomyces carlbergensis. 

D'une part, la presence de compos6s copro intracellulaires principalement 
sous forme r6duite (sans action inhibitrice [31]) et d'autre part, le rfle inhibiteur de 
la "coproporphyrine III ajout6e" sur la synth~se des cytochromes a+a3 de B. coagu- 
lans, nous conduisent ~t penser que la synth~se des cytochromes a-q-a 3 de B. coagulans 
est contrbl~e par la concentration extracellulaire de coproporphyrine III excr6t~e par 
un m6canisme comportant un r6cepteur localis6 au niveau de la membrane cyto- 
plasmique. 

De plus, nos exp&iences ~tablissent que l'effet p H e s t  corr~latif de reffet 
glucose. Or, pour une valeur donn6e de pH, l'excr~tion de coproporphyrine III est 
d'autant plus forte que la concentration en glucose est plus 61ev6e (cf. Tableau V). 

Poulson et Polglase [41] ont mis en 6vidence que le glucose r~prime la syn- 
th6se de la protoporphyrinog6nase, enzyme catalysant la transformation du proto- 
porphyrinog6ne IX en protoporphyrine IX. 

L'oxyg~ne mol6culaire est n~cessaire ~t la conversion du coproporphyrinog~ne 
III en protoporphyrine IX [42, 43]. En ana6robiose, il y a une importante excr6tion 
de coproporphyrine III dans le cas de nombreuses cellules [44]. 

Ainsi, le passage de l'a~robiose ~t l'ana&obiose, ou la presence de glucose 
forte concentration, peuvent par des m~canismes diff&ents, avoir la mSme con- 
s6quence, ~t savoir le blocage de la conversion du coproporphyrinog~ne III en proto- 
porphyrine IX et l'excr6tion de coproporphyrine III. 

En conclusion, les faits que nous avons mis en 6vidence (cf. Tableaux I e t  II) 
t6moignent, ~t notre avis, de l'existence d'un syst~me d'excr~tion de coproporphyrine 
III particuli6rement sensible aux variations du pH extracellulaire. Le coproporphyri- 
nog~ne III peut, soit 8tre transform~ dans la cellule en protoporphyrine IX soit 8tre 
excr6t6 et oxyd6 en coproporphyrine III. Le pH apparatt d~s lors comme un agent 

TABLEAU V 

Coproporphyrine III excr~t~,¢ par B. coagulans (.4 = 0.7) phase exponentielle de croissance) cultiv6 
stir milieu complexe en fonction de l'a~robiose ou de l'ana~robiose, de la concentration en glucose 
et du pH (pH 5.5 ou pH 6.5) du milieu de culture. Les r~ul ta ts  exprim6s en nmol/l de milieu de 
culture sont les moyennes d'exp&iences, dont le nombre est indiqu6 entre parentheses. 

pH Cultures 

A~robies Ana~robies 

Glucose: 0 0.5 % 5 % 5 % 

5.5 8(4) 9(4) 25(4) 70(5) 
6.5 7.5(4) 20(4) 40 (4 )  70(5) 
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r6gula teur .  L o r s q u e  la vo ie  de c o n v e r s i o n  du  c o p r o p o r p h y r i n o g 6 n e  I I I  en  p r o t o p o r -  

phy r ine  I X  est  p a r t i e l l e m e n t  b loqu6e  p a r  le g lucose  ~t fo r t e  c o n c e n t r a t i o n ,  la c o p r o -  

p o r p h y r i n e  I I I  excr&6e a t t e ind ra i t  un  seuil  de  c o n c e n t r a t i o n  capab l e  d ' a g i r  d'ur~e 

f agon  p lus  o u  mo ins  d i rec te  sur  l ' a c ide  d e s o x y r i b o n u c l 6 i q u e  sous  m e m b r a n a i r e  et 

su r  la synth6se d ' u n e  ou  p lus ieurs  sous-uni t6s  p ro t6 iques  du c o m p l e x e  o x y d a s i q u e  

de  B. coagulans e n t r a l n a n t  sa m o d i f i c a t i o n  s t ruc tu ra l e  et  f onc t i onne l l e  se m a n i f e s t a n t  

p a r  la  r6press ion  du  c y t o c h r o m e  a3 (cf. s ch6ma  d o n n 6  r6f. 3). 
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