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SUMMARY 

Separation of  the mitochondrial membranes. Purification and enzymatic characterization 
o f  the outer membrane 

(i) With the aim of studying the enzymatic activities of the outer mitochon- 
drial membrane,  a method is described for separating the 2 mitochondrial mem- 
branes which is based on the successive actions of digitonin and sonication. The 
crude fraction of the outer membrane was subsequently purified by centlifugation in 
a continuous density gradient. 

(2) The 2 membranes differ in their ultrastructural aspect, their density and 
their enzymatic activities. The outer membrane, which lacks the enzymes of the 
oxidative phosphorylation, possesses a non-phosphorylating NADH:cytochiome c 
reductase (NADH:ferricytochrome c oxidoreductase, EC 1.6.99.3) activity that  is 
insensitive to the inhibitory actions of rotenone and antimycin. 

INTRODUCTION 

On sait que l 'enveloppe des mitochondries est compos6e de 2 membranes dont 
l'externe est arrondie de fa~on r6guli~re et l'interne pliss6e en crates. I1 est g6n6rale- 
ment  admis que c'est sur la membrane interne que sont localis6s les enzymes de la 
chaine respiratoire phosphorylante sensibles aux actions inhibitrices de la rot6none, 
de l 'antimycine et du cyanure 1-6. I1 nous a paru int6ressant de chercher ~ mettre en 
6vidence d'6ventuelles activit6s enzymatiques sur la membrane externe. I1 fallait 
pour cela, darts un premier temps, s6parer les 2 membranes l 'une de l 'autre. Nous y 
sommes parvenus par Faction successive de la digitonine et des ultra-sons sur des 
mitochondries isol6es. Les fractions brutes de membrane externe et de membrane 
interne ont 6t6 purifi6es puis caract6ris6es du point de rue  enzymatique. Nos re- 
cherches ont abouti ~ la mise en 6vidence sur la membrane externe, d'une NADH:  
cytochrome c r6ductase (NADH:ferricytochrome c oxydor6ductase, EC 1.6.99.3 ) 
insensible aux actions inhibitrices de la rot6none et de l 'antimycine. Une partie de 
ce travail  a d~j~ ~t6 publi6e sous forlne de notes pr~liminaires~, 8. Le pr6sent m6moire 
en constitue le d6veloppement. 
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MI~THODES EXPI~RIMENTALES 

Preparation des mitochondries 
Les mitochondries sont isolres ~t part ir  de foies de rats Wistar de 18o-2oo g. 

Les foies sont homogrn~isrs dans 9 lois leur volume de saccharose ~t 0.25 M. Les 
noyaux et les drbris cellulaires sont 61iminrs par centrifugation ~t 6o0 x g (2000 tours/ 
min ~t la centrifugeuse Jouan refroidie) pendant io min. Le surnageant est centrifug~ 
pendant IO min ~t 8500 x g (IO ooo tours/min, rotor No. 30, ~t la centrifugeuse 
Spinco L). Le culot obtenu est form6 de 2 couches: une couche compacte, compos~e 
de mitochondries "lourdes", et une couche floconneuse, composre de mitochondries 
"lrg~res" et d'ergastoplasme. Cette derni~re couche est 61iminre par lavage. Les 
mitochondries ainsi obtenues sont remises ell suspension darts un volume de saccha- 
rose ~t 0.25 M 6gal au tiers du volume de l 'homog6nat initial, puis elles sont centri- 
fugres ~t 8500 × g, et, comme pr~c~demment, on ~limine la couche floconneuse. 
L'op~ration est r~prtre 2 fois. Cette technique, mise au point par HAREL, JACOB 
ET MOULt~ 9, permet d'obtenir des mitochondries ~t peu pros drpourvues de con- 
tamination ergastoplasmique, ce que nous avons vrrifi6 par l 'absence d'activit~ 
glucose-6-phosphatasique (n-glucose-6-phosphate phosphohydrolase, EC 3.1.3.9). 

Prdparation des fragments de membranes 
Les mitochondries sont reprises dans un tr~s faible volume de saccharose 

0.25 M e t  additionnres d'une solution de digitonine ~t 2% (bibl. IO) de mani~re ~t ce 
que la concentration finale de digitonine soit de o.8o%, ce qui correspond A environ 
I mg de digitonine par mg de protrine. Le mrlange est maintenu ~t o ° pendant une 
demi-heure. On ajoute alors du saccharose A 0.25 M de fa~on ~ amener la concentra- 
tion de digitonine ~t 0.25% et on centrifuge pendant IO min A 8500 x g. Le culot est 
compos6 de 2 couches: l 'une compacte, et l 'autre floconneuse. Comme il sera dit 
ult~rieurement, ces 2 couches sont constitures de mitochondries ne possrdant plus 
qu'une seule membrane mais qui different par la densit6 de leur matrice. Le surna- 
geant, qui contient les fragments de membrane externe et de la matrice ayant  
diffusr, est centrifug~ pendant I h A IOO ooo x g (4 ° ooo tours/mill, rotor No. 40, 
Spinco L). On obtient le culot que nous nommons C 2; il est constitu6 principalement 
de membrane externe, tandis que la matrice reste en suspension dans le surnageant 
Sv 

Les mitochondries ~ une membrane sont mises en suspension dans du tampon 
phosphate 0.2 M de pH 7.4 et soumises pendant 30 sec ~t l 'action des ultra-sons 
(appareil M.S.E., IO KC). Les mitochondries non 6clatres sont 61iminres par centri- 
fugation ~t IO ooo x g (12 500 tours/min, rotor No. 40, Spinco L) pendant IO min. 
Le surnageant, qui contient les fragments de membrane interne et de la matrice, est 
centrifug6 pendant I h ~t IOO ooo x g. On obtient alors le culot que nous nommons 
C4; il contient les fragments de membrane interne, tandis que la matrice reste dans 
le surnageant $4. L'ensemble de ces oprrations est reprrsent6 par le schrma. 

Purification des fragments de membrane externe 
Le culot Cz est d~pos6 sur un gradient continu de 25 ~t 50% de saccharose, puis 

centrifug6 pendant io h ~t 25 ooo tours/min (rotor SW25, Spinco L). 
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Mitochondries apr~s action de la digitonine 
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Schema  

Microscopie aectronique 
Les mitochondries de d6part et les diff~rents culots Cx, C 2, C 8, C 4 sont examin6s 

par la m6thode des coupes apr~s fixation au t6troxyde d'osmium dans un tampon 
phosphate o.i M e t  inclusion ~ l'~pikote selon les proc6d6s courants. 

Les surnageants $2 et S 4 sont examin6s par la m6thode de coloration n6gative. 
Pour cela, line grille porte-objet munie d'une membrane de formvar-carbone est re- 
couverte d'une gouttelette du surnageant A examiner, partiellement s6ch6e au 
papier-filtre, recouverte d'une gouttelette d'acide phosphotungstique ~t I%,  et 
enfin s6ch~e compl~tement par 6vaporation. 

D~terminations chimiques et enzymatiques 
Les prot6ines sont d6termin6es par la m6thode du biuret n ou par la m6thode 

LowRY et al. tz. 
Le phosphate est d6termin6 par la m6thode de BERENBLUM ET CHAIN 18 apr~s 

d6f6cation trichlorac6tique et extraction du phosphore libre sous forme de phospho- 
molybdate dans l'isobutanol. 

Les activit6s de la NADH-oxydase, de la succinate-oxydase, de la fl-hydroxy- 
butyrate-oxydase (NADH :oxyg~ne oxydor6ductase, succinate :oxyg~ne oxydo- 
r6ductase, D-3-hydroxybutyrate:oxyg&ne oxydor6ductase, EC classe I) sont me- 
sur6es par la consommation d'oxyg~ne ~t l'appareil de Warburg ~ 3o °. Les milieux 
sont constitu~s comme suit: tampon Tris (pH7.4):  66mM; substrat: i i . 6 m M ;  
MgCI~: 3.3mM; tampon phosphate (pH7.4):  2omM; ADP: 2.6mM; glucose: 
16.6 mM; hexokinase (ATP :n-hexose 6-phosphotransf6rase, EC 2.7.1.1 ) : 15o unit6s 
Koenitz MacDonald; fragments de membrane (Cz ou C4): 2-3 mg de prot6ines. Le 
volume total est de 3 ml. Dans le cas de la fl-hydroxybutyrate-oxydase on ajoute 
o. 7 #mole de NAD par fiole. Pour l'6tude de l'influence du cytochrome c on ajoute du 
cytochrome c oxyd6 de fa~on ~t ce que sa concentration dans le milieu soit 0.022 mM. 
L'action des inhibiteurs est mesur6e apr~s incubation de la pr6paration ~t o ° pendant 
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IO min en pr6sence, suivant le cas, de rot6none {i raison de 20/zg par nag de prot6ines 
ou d'antimycine A raison de I par mg de prot6ines. Le KCN est ajout6 extempo- 
ran~ment A Iaison de 0. 4/ ,mole par mg de prot6ines. 

La cytochrome-oxydase (ferrocytochrome c:oxyg~ne oxydor6ductase, EC 
1.9.3.1 ) est mesur6e par spectrophotom6trie A 550 m# A la temp6rature du labora- 
toire darts un milieu contenant : cytochrome c r6duit : 0.056 mM; tampon phosphate 
(pH 7.4) : 34.3 mM ; fragments de membrane (C 2 ou C4) : 0.2-0.3 mg de prot6ines. Le 
volume total  est de 3.5 ml. Le cytochrome c r~duit est pr~par6 selon la technique de 
CHANTRENNE 14, par passage d'une solution de cytochrome c sur une colonne de 
r6sine Duolite S1o pr6alablement r6duite. 

L'activit6 de la NADH :cytochrome c r6ductase est mesur6e par spectrophoto- 
m6trie ~ 55o m/z, par l 'apparition du cytochrome c r6duit dans un milieu d 'un volume 
total  de 3.5 ml, compos6 de: KCN: o . i 4mM;  NADH:  o.o42mM; cytochromec 
oxyd6:0 .037 mM; tampon phosphate (pH 7-4): 20 mM; fragments de membrane 
(C 2 ou C4): 0.3 ou I mg de prot6ines. 

L'activit6 de la NADH-oxydase est mesur6e spectrophotom6triquement 
34 ° nap, par la disparition du NADH d'un milieu de volume total  de 3.5 ml com- 
pos6 de: NADH:  0.042 mM; tampon phosphate (pH 7.4): 20 mM; C~ ou Ca: 0.3 - 
0.5 mg de prot6ines. 

RI~SULTATS EXPI~RIMENTAUX 

(I)  Sdparation des fragments de l'une et l' autre membranes 
(a) Caract&isation morphologique des fractions 
La Fig. I montre les mitochondxies de d6part. La plupart  sont bien conserv6es. 

Quelques unes seulement ont subi des dommages qui r~sultent sans doute ell ma- 
jeure pattie de l'homog6n6isation. La contamination ergastoplasmique est faible. 

La Fig. 2 montre le culot C 1. La digitonine a profond6ment modifi6 les mito- 
chondries: elles ne poss~dent plus qu'une membrane. Elles sont dilat6es et leur 
matrice est claire et granuleuse. Les crates, devenues rares, ont pris la forme de 
tubes sinueux de diam~tre irr6gulier. 

La Fig. 3 montre une mitochondrie en cours de transformation sous l 'action de 
la digitonine. On voit la membrane externe se d6tacher de la membrane interne et se 
replier sur elle-m~me en formant une v6sicule. La partie de la mitochondrie qui se 
trouve d6pouill~e de sa membrane externe a perdu ses crates, tandis que l 'autre 
pattie, qui conserve encore ses 2 membranes, poss~de des crates; mais celles-ci toute- 
lois ont d~j~ chang6 d'aspect. Dans les conditions off nous l 'avons employ6e, la digi= 
tonine poss~de donc la propri6t6 de fragmenter la membrane externe et de la d6- 
tacher du reste de la mitochondrie tout en respectant la membrane interne. Cette 
innocuit~ de la digitonine envers la membrane interne est confirm6e par le fait que les 
mitochondfies ~. une seule membrane r6sistent A une seconde action de la digitonine. 
On peut d~s lors s 'at tendre Ace que le surnageant S 1 contienne essentiellement des 
fragments de membrane externe. En effet, le culot C 2 est compos6 de v6sicules de 
tailles diverses (Fig. 4). En route vraisemblance, ces vdsicules sont les fragments d6- 
coup6s par  la digitonine dans la membrane externe qui se sont remodel~s spontan~- 
ment en sphbres. 

Le culot C 4 est constitu6 d 'un empilement de membranes tass6es les unes sur 
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Fig. I. Mitochondries de ddpart.  Elles appara issent  bien conserv6es. La contaminat ion  est n6gli- 
geable. × 3 ° ooo. 

Fig. 2. Culot Cl: action de la digitonine. Les mitochondries sont  dilat6es; leur enveloppe ne 
comprend  plus qu 'une  seule membrane ;  les cr6tes sont  rares, t ransform~es en tubes  s inueux;  la 
matrice est claire et granuleuse. × 3 ° ooo. 
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les autres et entrem~ldes de vdsicules (Fig. 5). De toute dvidence, il est form6 des 
membranes, rompues par les ultra-sons, des mitochondries du culot C1, c'est tL dire 
des membranes internes des mitochondries initiales. Les surnageants S, et S 4 ne pr6- 
sentent plus aucune structure organis6e ais6ment reconnaissable, en tous cas aucune 
structure membranaile (Fig. 6). Ils contiennent essentiellement la matrice libdr6e des 
mitochondries initiales. 

(b) Caract~risation biochimique et enzymatique des fragments de membrane avant 
purification 

Le dosage des protdines montre que les mitochondries ~ une seule membrane 
du culot Cx contiennent environ 85% des prot6ines totales des mitochondries de 
dfpart.  Les culots C2 (membrane externe) et C 4 (membrane interne) en repr6sentent 
respectivement environ 3% et 16%. Ces chiffres different entre eux dans le mgme 
sens que les surfaces respectives des 2 membranes darts les mitochondries intactes. 

Activitds oxydasiques. Tenant compte des donn6es g6ndralement admises selon 
lesquelles les enzymes de la chaine respiratoire phosphorylante sont localisds sur la 
membrane interne i-e, nous avons mesur6 l'activit6 de ces enzymes dans le culot C 4. 
Des mesures parall~les ont 6td effectu6es sur le culot C,, pour en vdrifier le degrd de 
puret6. D'autre part, guidds par l'opinion 6mise d'abord par LEHNINGER 15, puis re- 
prise par ERNSTER 16, selon laquelle les mitochondries catalysent 2 types d'oxydation 
du NADH, dont l'une, "externe",  n6cessite l 'adjonction de cytochrome c e t a  lieu 
la "surface" des mitochondries, nous avons dmis l'hypoth6se que ce type d'oxydation 
serait localisd sur la membrane externe; A cet effet nous avons effectud sur le culot 
C 2 des mesures de l 'oxydation du NADH ell prdsence de cytochrome c. La sp6cificit6 
de Faction du cytochrome c sur l 'oxydation du NADH par la membrane externe, 
a 6td v6rifide par le fait que l'adjonction du cytochrome ces t  sans effet, d'une part, 
sur l 'oxydation du NADH par les fragments de membrane interne (culot C4) et, 

TABLEAU I 

MESURE DES ACTIVITIES OXYDASIQUES DU CULOT C 2 (MEMBRAN~ EXTERNE AVANT PURIFICATION) 

Composition des mdlanges: (i) pour la mesure de la succinate-oxydase, de la f l-hydroxybutyrate-  
oxydase, de la NADH-oxydase:  tampon Tris (pH 7-4): 66raM; substrat :  I I . 6 m M ;  MgCI,: 
3.3 raM; tampon phosphate  (pH 7.4) : 20 raM; ADP:2. 6 raM; glucose: 16.6 raM; hexokinase: 
I5O unit~s Koenitz MacDonald; 2-3 mg de protdines; volume total :  3 ml. Tempdrature:  3 o°. 
(2) pour la mesure de la NADH-oxydase en prdsence de cytochrome c on ajoute:  cytochrome c: 
0.022 mM. (3) pour la mesure de la cytochrome-oxydase : cytochrome c rdduit:  o.o56 mM; tampon 
phosphate (pH 7.4): 34.3 mM; 0.2-o. 3 mg de protdines. 

Enzyme gtudig Activit~ 
mesurde 

Succinate-oxydase 
(m/~atomes O consommds/mg de protdines par  min) 31.7 

fl-Hydroxybutyrate-oxydase 
(m/tatomes O consommds/mg de protdines par  rain) 33.5 

NADH-oxydase 
(mpatomes O consommds/mg de protdines par  rain) 52.8 

Cytochrome-oxydase 
(mpmoles cytochrome c oxydds/mg de prot6ines par  rain) 219.o 

NADH-oxydase (en prdsence de cytochrome c) 
(m/zatomes O consommds/mg de protdines par  min) i 17.0 
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d'autre part, sur l 'oxydation des autres substrats (succinate et fl-hydroxybutyrate) 
par les fragments de membranes interne et externe (culots C, et C4). Les r6sultats des 
activit6s oxydasiques des fragments de membranes non purifi6s sont group,s dams 
les Tableaux I et II. Des mesures de la cytochrome oxydase ont, en outre, ~t6 effec- 
tu6es dans les surnageants S~ et S 4. 

Nos r~sultats montrent que: (I) les surnageants n'0nt pas d'activit6 oxyda- 
sique ($2: o.o re#mole cytochcome c oxyd6 par mg de prot6ines/min) ou seulement 
une tr~s faible activit6 ($4: i i7 .o  m#moles cytochrome c oxyd6/mg de prot6ines par 
rain) lorsque l'on prend comme test la cytochrome-oxydase, ce qui permet de con- 
clure, en complet accord avec l 'examen au microscope 61ectronique, qu'ils sont 
exempts de fragments de membranes; (2)le culot C 4 (membrane interne) poss~de 
une forte activit6 des enzymes de la chaine respiratoire, que le substrat oxyd6 soit le 
NADH, le succinate, le /5-hydroxybutyrate ou le cytochrome c (Tableau II); les 
valeurs du rapport P/O sont respectivement 6gales ~ 1.44 pour l 'oxydation du 
succinate, ~ 1.4o pour l 'oxydation du fl-hydroxybutyrate et ~ 0.86 pour l 'oxydation 
du NADH; (3) le culot C 2 (membrane externe non purifide) pr6sente une activit6 res- 
piratoire faible si on la compare ~ celle du culot C 4 (Tableaux I e t  II). Lorsque le 

TABLEAU II 

MESURE DES ACTIVITIES OXYDASIQUES DU CULOT C 4 (MEMBRANE INTERNE) 

Composition des m~langes: voir Tableau I. 

Enzyme dtudid Activit~ 
mesurde 

Succinate-oxydase 
(m/~atomes O consommds/mg de protdines par rain) 121.1 

fl-Hydroxybutyrate-oxydase 
(m/~atomes O consomm6s/mg de protdines par rain) io6.o 

NADH-oxydase 
(m/~atomes O consommds/mg de prot6ines par min) i5o.8 

Cytochrome-oxydase 
(m~umoles cytochrome c oxydds/mg de prot6ines par rain) i i6 i .o  

substrat est le NADH, le cytochrome c augmente consid6rablement la consommation 
d'oxyg~ne (Tableau I). Les valeurs du rapport P/O sont de 1.28 pour l 'oxydation 
du succinate, 1.86 pour ceUe du fl-hydroxybutyrate ; pour l 'oxydation du NADH, ce 
rapport s'abaisse de 0.95, en absence de cytochrome c, ~t 0.43, en pr6sence de cyto- 
chrome c; ce dernier r6sultat montre que l 'augmentation de la consommation d'oxy- 
g~ne observde ne s'accompagne pas d'une augmentation de la phosphorylation. 

Cet ensemble de donn6es met en 6vidence, dams le culot Co., 2 types d'oxydations 
vraisemblablement attribuables ~ 2 fractions distinctes de ce culot: (a) une 
activit6 oxydasique ~lev6e lorsque le NADH est oxyd6 en pr6sence de cytochrome c, 
activit6 qui ne se manifeste pas dans le culot C4; (b) des activit6s oxydasiques beaucoup 
plus faibles, identiques A celles du culot C4, qui laissent supposer une contamination 
du culot C 2 par des fragments de membrane interne. 

Action des inhibiteurs. Nous avons aussi v6rifi6 que dans les culots C 2 et C 4 
l 'oxydation du succinate est inhib6e par l 'antimycine et le KCN, celles du fl-hydroxy- 
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TABLEAU III 

ACTION COMPAR~E DES INHIBITEURS SUR L'OXYDATION DU NADH EN PR]~SENCE ET EN ABSENCE 

DE CYTOCHROME C PAR LES FRAGMENTS DE MEMBRANE EXTERNE AVANT PURIFICATION (CULOT C~) 

Composition des mdlanges: syst~me complet (voir Tableau I) auquel on ajoute antimycine (i/~g/ 
mg de protdines) ou rotdnone (2o/~g/mg de protdines) ou KCN (o. 4/,mole/mg de protdines). 

Enzyme gtudig Inhibit¢ur A ctivit¢ Pourcentage 
ajout~ mesurge d'inhibition 

NADH-oxydase - 28.5 
(mgatomes O consom- Antimycine 5.4 80.9 

mds/mg de protdines Rotdnone 1.9 92.6 
par  min) KCN 0.8 96.8 

NADH-oxydase (en - 96.5 
prdsence de cyto- Antimycine 3 i. 3 16. i 
chrome c) (m/~atomes Rotdnone 92.3 7.2 
Oconsommds/mgde KCN 4 .8 95.9 
protdines par  min 

butyrate  et du NADH sont inhibdes par la rotdnone, l 'antimycine et le KCN. Ces in- 
hibitions sont identiques A celles observdes par de nombreux auteurs sur des mito- 
chondries enti6res ou des prdparations globales de membranes mitochondriales. 
Par contre, en pr6sence de cytochrome c, l 'oxydation du NADH par le culot C2 
n'est  inhibde que par le KCN (Tableau III) .  Cette oxydation se fait donc par une 
voie enzymatique insensible $ Faction de la rotdnone et de l 'antimycine. 

TABLEAU IV 

MESURE DES ACTIVITI~S OXYDASIQUES DE LA BANDE SUPI~RIEURE (MEMBRANE EXTERNE PURIFI~E) 

Composition des mdlanges: (I) pour la mesure de la succinate-oxydase, de la ~-hydroxybutyrate- 
oxydase, de la NADH-oxydase, de la cytochrome-oxydase, de la IWADH-oxydase en prdsence de 
cytochrome c, voir Tableau I. (2) Pour la mesure de la NADH:cytochrome c rdductase: NADH: 
o.o42 mM; cytochrome c oxydd: o.o37 mM; tampon phosphate (pH 7.4): 2o mM; KCN: o.14 mM; 
o. 3 mg de protdines. 

Enzyme ~tudi~ A ctivit~ 
mesur~e 

Succinate-oxydase 
(m/tatomes O consommds/mg de protdines par  min) o.o 

/~-Hydroxybutyrate-oxydase 
(m/tatomes O consommds/mg de protdines par  rain) 0.9 

NADH-oxydase 
(m/~atomes O consommds/mg de protdines par  rain) 0.8 

Cytochrome-oxydase 
(m/~moles cytochrome c oxydds/mg de protdines par  rain) 41.3 

NADH :cytochrome c rdductase 
(m/~moles cytochrome c rdduits/mg de protdines par  min) 461.1 

NADH-oxydase (en prdsence de cytochrome c) 
(mttatomes O consommds/mg de protdines par  rain) lO7.3 

Cet ensemble de r6sultats permet de conclure que le culot C 2 poss~de, en pr6- 
sence de cytochrome c, une forte activitd NADH-oxydasique, non phosphorylante, 
insensible ~ Faction des inhibiteurs de la chaine respiratoire phosphorylante. Cette 
activitd spdcifique du culot C a est donc, en accord avec notre hypoth~se de ddpart, 
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TABLEAU V 

MESURE DES ACTIVITgS OXYDASI~UES DE: LA BANDE INF]~RIEURE (CONTAMINATION) 

Composition des m~langes: voir Tableau I. 

Enzyme ~.tudi~ A ctivit~ 
mesur~e 

Succinate-oxydase 
(m/zatomes O consomm6s/mg de protdines par rain) 38. 5 

fl-Hydroxybutyrate-oxydase 
(m/zatomes O consomm6s/mg de prot6ines par min) 34. i 

NADH-oxydase 
(m#atomes O consomm6s/mg de prot~ines par min) 37.6 

Cytochrome-oxydase 
(m/*moles cytochrome c oxydds/mg de protdines par min) 347.0 

609 

attribuable aux fragments de membrane externe qu'il contient. Par  contre, les autres 
activit6s oxydasiques mesur6es dans ce m~me culot sont dues h une contamination 
de ce dernier par des fragments de membrane interne. Pour obtenir une fraction plus 
pure de membrane externe, nous avons soumis le culot C 2 A un fractionnement par 
centrifugation en gradient de densit6. 

(H)  Purification de la membrane externe 
Soumis ~ une centrifugation en gradient de saccharose de densit6 continue, le 

culot C 2 se s6pare el1 2 bandes distinctes: une bande sup6rieure, translucide, brun- 
rougeAtre, de densit6 1.1o-1.12, et une bande inf6rieure, trouble, brun clair, de den- 
sit6 1.16-1.18. 

(a) Caractdrisation morphologique des fractions 
L'6tude au microscope 61ectronique des 2 bandes, montre qu'elles sont tr~s 

diff6rentes l 'une de l 'autre. 
La bande sup6rieure, remarquablement homog~ne (Fig. 7), est compos6e 

peu pr+s exclusivement de v6sicules arrondies ~ contenu clair, occasionnellement em- 
bolt6es, d 'un diam~tre moyen de l 'ordre de un tiers de/~. Ce sont de telles v6sicules 
qui composaient l'essentiel du culot C v Cette fraction renferme donc ~ peu pros ex- 
clusivement des fragments de membrane externe. 

La bande inf~rieure, h6t~rog~ne (Fig. 8), ne comporte aucune de ces v6sicules. On 
y trouve 3 616ments distincts: des membranes ondul6es qui sont vraisemblablement 
des fragments de membrane interne qui contaminaient le culot de d6part (C2), des 
ribosomes group6s en amas irr6guli~rement r6partis, et de courts bAtonnets com- 
pos6s de 2 lignes droites parall~les, tr+s opaques, qui ressemblent ~ ceux du com- 
plexe form6, in vitro, par le cholest6rol et la digitonine (Fig. 9). 

(b ) Caractdrisation enzymatique des fractions 
Les diff6rentes activit6s enzymatiques mesur6es sur la bande sup~rieure (mem- 

brane externe purifi~e) et sur la bande inf6rieure (contamination), sont group6es dans 
les Tableaux IV et V. On constate que: 

(x) La bande supdrieure (membrane externe purifide), mise A part  une faible 
activit~ cytochrome-oxydasique, ne pr6sente aucune activit6 de la chaine respiratoire 
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Fig. 9. Complexe digitonine-cholestdrol obtenu in vitro k par t i r  de cholestdrol commercial. 
X 16o ooo. 

(Tableau IV). En accord avec l 'hypoth6se 6mise prdcddemment, elle possSde une forte 
activitd NADH :cytochrome c rdductasique, insensible A l'inhibition par la rotfnone 
et par  l 'antimycine. Cette vole enzymatique n'est  pas phosphorylante. Le cytochrome 
c r6duit ainsi form6, peut subir n6anmoins une oxydation ult6rieure, due A la cyto- 
chrome-oxydase encore prdsente, comme le montrent  les mesures d 'une NADH- 
oxydase en prdsence de cytochrome c. Cette activit6 est dvidemment insensible 
l'inhibition par la rot6none et par l 'antimycine. L'ensemble de ces rdsultats tend 
prouver que la bande supdrieure est bien une fraction de membrane exteme de haute 
puret~. 

(2) La bande infgrieure (contamination), au contraire, prdsente une forte 
activit6 des enzymes de la chaine respiratoire pour les 4 substrats employ~s (Tableau 
V), activitd sensible aux actions inhibitrices de la rot6none et de l 'antimycine. La 
bande infdrieure renferme donc les fragments de membrane interne qui contaminaient 
le culot C2. Ce sont eux qui se prdsentent au microscope dlectronique sous la forme de 
membranes onduldes. 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

De l'ensemble des r6sultats prdsent6s, il ressort, ainsi que nous l 'avons d6jA 
publi67, s, que, dans les conditions oh nous l 'avons employ6e, la digitonine d6tache 
61ectivement la membrane externe des mitochondries. Ce r6sultat vient d'gtre r6- 
cemment confirm6 par SCHNAITMAN, ERWIN ET GREENAVCALT 1~. La sp6cificit6 d 'ac- 
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tion de la digitonine sur la membrane externe des mitochondries est d 'un granc~ 
int6r~t, puisque l 'on saiL que la digitonine se combine avec le cholest6rol. I1 est donc 
permis de supposer que le cholest6rol est principalement localis6 dans la membrane 
externe, ou tout au moins qu'il est plus accessible ~ l 'action de la digitonine sur 
cette membrane que sur la membrane interne. En accord avec cette mani~re de voir, 
le culot C v examin6 au microscope 61ectronique (Fig. 4 et Fig. 8), pr6sente de courts 
bg~tonnets, qui ressemblent ~ ceux du complexe form6, in vitro, par le cholest6rol 
e t l a  digitonine (Fig. 9)- 

Les fragments de membrane externe d6tach6s par la digitonine se r6organisent 
en v6sicules A contour r6guli~rement arrondi, d'aspect rigide, alors que ceux de la 
membrane interne rompue par l 'action des ultra-sons ont un aspect ondul6 ~ contour 
plus souple. La purification de ces membranes par gradients de densit6 a permis de 
constater que la membrane externe est plus 16g~re (densit6 1.1o-1.12) que la mem- 
brane interne (densit6 1.15-1.16). Cette diff6rence de densit6 s'explique par la teneur 
en phospholipides beancoup plus 61ev6e dans la membrane externe que dans la mem- 
brane internelS, 19. 

Enfin les membranes externe et interne des mitochondries different consid6- 
rablement par leurs activit6s enzymatiques. La membrane externe, d6pourvue des 
activit~s de la chaine respiratoire phosphorylante caract6ristiques de la membrane 
interne, poss~de, en propre, une forte activit6 NADH:cytochrome c r6ductasique, 
non phosphorylante et insensible aux actions inhibitrices de la rot6none et de l 'anti- 
mycine. Le cytochrome c ainsi r6duit pent toutefois subir une oxydation ult6rieure 
due A la pr6sence 6nigmatique d'une faible activit6 cytochrome-oxydasique; celle-ci 
peut-~tre attribu6e, soit ~t la membrane interne dont elle aurait ~t~ d6tach~e, soiL 
la membrane externe elle-m~me. 

La localisation sur la membrane externe d'une NADH :cytochrome c r6ductase 
est en plein accord avec les t ravaux tr~s r6cents de PARSONS et coll. 19 et de SOTTOCASA 
et co113 ° qui utilisent, pour la s6paration des membranes mitochondriales, une 
technique diff6rente de la n6tre, pr6conis6e par PARSONS, WILLIAMS ET CHANCE 21. 
Recherchant les cytochromes contenus dans la membrane externe, PARSONS et coll. 19 
et SOTTOCASA et coll. 9° mettent  en 6vidence la pr6sence d 'un cytochrome b 5 qui in- 
tervient dans l'activit6 cytochrome c r~ductasique. Cet ensemble de r6sultats les 
am&nent A faire un rapprochement entre la membrane externe des mitochondries e t l a  
membrane ergastoplasmique qui poss&de cette mfime chalne enzymatique 2~. Toute- 
fois, le rapplochement ne saurait ~tte total, puisque la membrane ergastoplasmique 
poss~de en propre une activit6 NADPH:cytochrome c r6ductasique (NADPH: 
ferricytochrome c oxydor6ductase, EC 1.6.99.3), et une activit6 glucose-6-phospha- 
tasique 23,24 absentes sur la membrane externe 13,29. 

D'autres activit6s enzymatiques localis6es sur la membrane externe ont 6t6 
i6cemment signaMes. Une activit6 des enzymes du cycle tricarboxylique et de ceux 
de l 'oxydation et de la synth~se des acides gras a 6t6 avanc~e par ALLMANN, BACH- 
MANN ET GREEN 25. Ce r6sultat semble a priori assez surprenant car ces enzymes sont 
g6n6ralement consid6r~s comme faisant partie de la matrice. Par  ailleurs SCHNAIT- 
MAN et coll. ~7 signalent, sur la membrane externe des mitochondries, une activit6 
mono-amine-oxydasique. En toute vraisemblance, il existe encore d 'autres enzymes 
et il est dans notre intention de poursuivre leur recherche. 
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RI~SUMI~ 

(I) Dans le but  de rechercher les activit6s enzymatiques de la membrane ex- 
terne des mitochondries, nous avons mis au point une m6thode de s6paration des 
2 membranes mitochondriales bas6e sur l 'action successive de la digitonine et des 
ultra-sons. La fraction brute de membrane externe a 6t6 ensuite purifi6e par centri- 
fugation en gradients de saccharose de densit6 continue. 

(2) Les 2 membranes diffbrent par leur aspect ultrastructural, leur densit6 et 
leurs activit6s enzymatiques. La membrane externe, qui est d6pourvue des enzymes 
de la chalne respiratoire phosphorylante, poss~de en propre une activit6 NADH:  
cytochrome c r6ductasique, non phosphorylante, et insensible aux actions inhibi- 
trices de la rot6none et de l 'antimycine. 
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