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SUMMARY

F o r  s u r v i v a l  a n d  g r o w t h  b a c t e r i a  n e e d  t o  t a k e  u p  a n d  e x c r e t e
d i f f e r e n t  s o l u t e s .  T h e  u p t a k e  o E  s o l u t e s  i s  n e c e s s a r y  t o  s u p p l y
t h e  i n t e r i o r  o f  t h e  c e l l  w i t h  s u b s t r a t e s  w h i c h  a r e  o b l i g a t o r y
f o r  g r o w t h  a s  c a r b o n  a n d  e n e r g y - s o u r c e s  a n d  w i t h  o t h e r  c o m -
p o u n d s  w h i c h  a r e  n e c e s s a r y  t o  s u r v i v e  b u t  c a n n o t  b e  m a d e  b y  t h e
c e l l  i t s e l f .  E x c r e t i o n  o f  s o l u t e s  o f f e r s  t h e  c e l l  t h e  p o s s i b i -
l i t y  t o  r e d u c e  h i g h  i n t e r n a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s o l u t e s  (  f o r
e x a m p l e  m e t a b o l i c  e n d - p r o d u c t s ) .  T h e s e  s p e c i f i c  t r a n s l o c a t i o n
p r o c e s s e s  e n a b l e  t h e  c e l l  t o  r e g u l a t e  i t s  i n t e r n a l  e n v i r o n m e n t
w h i c h  i s  e s s e n t i a l  f o r  a n  o p t i m a l  f u n c t i o n i n g  o f  m e t a b o l i s m .  A
s p e c i f i c  d e m a n d  t o  a c h i e v e  t h i s  g o a l  i s  t h e  p r e s e n c e  o f  a
s e l e c t i v e  s o l u t e  b a r r i e r .  f n  b a c t e r i a ,  t h i s  s e l e c t i v e  b a r r i e r
i  s  t h e  c v t o n l  a q m i c  m e m b r a n e .  I n  t h  i  s  m e m h r : n a  c n e c i f i c  t r a n s -r  t1-

p o r t  s y s t e m s  a r e  l o c a t e d  w h i c h  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  t r a n s l o -
c a t i o n  o f  s o l u t e s  a c r o s s  t h e  m e m b r a n e .  E n e r g y  i s  r e g u i r e d  f o r
t h e  t r a n s l o c a t i o n  p r o c e s s ,  T h i s  e n e r g y  c a n  b e  d e l i v e r e d  i n  t h e
f o r m  o f  e l e c t r o c h e m i c a l  e n e r g y ,  w h i c h  i s  g e n e r a t e d  b y  d i s t i n c t
m e m b r a n e - b o u n d  c o m p o n e n t s .  I n  t h e  G r a m - p o s i t i v e  b a c t e r i u m ,
B a c i I I u s  s u b t i l i s ,  a  l i n e a r  s e r i e s  o f  e l e c t r o n  t r a n s f e r  c h a i n
c o m p o n e n t s  c o n v e r t  r e d o x - e n e r g y  i n t o  e l e c t r o c h e m i c a l  e n e r g y .
T h e  e l e c t r o n  t r a n s f e r  c h a i n  c o m o o n e n t s  a c t  a s  e l e c t r o g e n i c
p r o t o n  p u m p s  a n d  c o u D l e  t h e  o x  i : j a t i o n  o f  h i g h  r e d o x - e n e r g y
i n t e r m e d i a t e s  t o  t h e  v e c t o r i a l  t r a n s l o c a t i o n  o f  p r o t o n s  a c r o s s
t h e  m e m b r a n e .  D u e  t o  t h e  r e l a t i v e  i m p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  m e m -
b r a n e  f o r  p r o t o n s  a n d  h v d r o x y l  i o n s ,  t h i s  r e s u l t s  i n  t h e  g e n e -

r a t i o n  o f  a n  e l e c t r o c h e m i c a l  p r o t o n - g r a . l i e n t  ( A p ) ,  c o n s i s t i n g
o E  a  p H - g r a d i e n t  ( A p H )  a n d  a  m e m b r a n e  p o t e n t i a l  ( A ' b ) .  T h e y  w e r e
r e l a t e d  b y  t h e  e o u a t i o n  A p =  , l , i . r  -  Z l p H  ( m V ) .  t h e  L \ p  a c : s  a s
; r ; " i n ^  F ^ . - 6  F n r  q 2 \ 1 6 r e l  r r n { - : k e  a n d  e v f r r r q j o n  D f O C e S S e S  b U tq y L q  \ s  

I

a l s c  r e g u l a t e s  a  . r a r i e t v  o f  e n e r g y - r e q u i  r  i n g  p r o c e s s e s  i n
b a c t e r i a .  T h e  k n o w l e d g e  o n  t h e  m o l e c u l a r  m e c h a n i s m  o f  t h e
< r r c r - a , n  I  c  \  r 5 c n ^ n s i b l e  f  o r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  r e d o x - e n e r q v  i n t o
e l e c t r o c h e m i c a L  e n e r g y  b y  t h e  r e s p i r a t o r y  c h a i n  c o m p o n e n t s  i s
s t i I I  l i m i t e d .  l ' 1 o r e  d e t a i l - e d  i n f o r r n a t i o n  o f  t h e s e  c o m p o n e n t s
c a n  b e  o b t a i n e d  b y  i s o l a t i n g  t h e s e  m e n b r a n e - a s s o c i a t e d  e n z l m e s
f o I L o w e C  b y  r e c o n s t i t u t i o n  i n  a r t i f i c i a L  m e n b r a n e s  i n  w h i c h
t h e i r  e n e r g y - t r a n s d u c i n g  o r o o e r t i e s  c a n  b - -  s t u d i e d .

c v r - n c h r o m c q  n l a v  a n  c q s ^ n f i a l  r o l e  i n  t h e  e l e c t r o n  t r a n s i e r

c h a  j - n  f  r o m  B .  s u b t i l  j - s .  O n e  o f  t h e  t - e r m i n a l  c o m p o n e n t s  o f  t h e
c h a i n  i s  c v t - o c h r o m e  c - o x i d a s e  (  a a 3 - t y p e  )  .  T h i s  e n z y m e  c a t a -
' 1  . ' ? 6 c  f  l r a  a 1  6 ^ r  r c n  t r a n s  f  e r  O f  r e d u c e d  c y t o c h r o m e  C  t O  o x v g e n .
I t  h a s  b e e n  p u r i f i e d  t o  h o m o g e n e i t v  w i t h  t w o  d i f f e r e n t  t e c h n i -
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c t l t a q .  T n  1 - h p  f  i  r c f  e n n r n : n h  ^ . + - O C h f  O m e  C - a f  f  i n  j  f  v  . h r n m a t 6 -

g r a p h y  i s  u s e d  ( c h a p t e r  2 ) .  T h i s  t e c h n i q u e  e n a b l e s  r a p i d  p u r i -
f i c a t i o n  o f  t h e  e n z y m e  b u t  i n  l o w  q u a n t i t i e s .  T h e r e f o r e  a n
a l t e rna t i ve  p rocedu re  was  i n t roduced  based  on  a runon ium su lpha te
p r e c i p i t a t i o n ,  a n i o n - e x c h a n g e  a n d  g e l f i l t r a t i o n  c h r o m a t o g r a p h y
r . ' L i ^ l a  

" i ^ l , l ^  a c 1 -  i r r a  o n z \ m a  i n  h i a h  d r r r n F i 1 - i a <  ( n | : n 1 - o r e  ?w r l l g l l  y l g l u J  q r l  q u u r v s  E r r z J r l L q  r l r  l l r y r t  y u a - r L r u r E r  \ ! t r q l / u = ! J  J

a n d  4 ) .  T h e  p u r i f i e d  e n z y m e  s h o w s  s p e c t r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f

a n  a a 3 - t y p e  o x i d a s e ,  r e a c t s  i n  t h e  r e d u c e d  f o r m  w i t h  C O  a n d  i t s

a c t i v i t y  i s  s e n s i t i v e  t o  c y a n i d e  a n d  a z i d e .  T h i s  b a c t e r i a f

o x i d a s e  i s  c o m p o s e d  o f  t h r e e  s u b u n i t s  ( 5 7 ,  3 7 ,  2 1  k D ) .  T h e

e n e r g y - t r a n d u c i n g  c h a r a c t e r i s t i c s  w e r e  d e t e r m i n e d  u s i n g  p r o t e o -

l i p o s o m e s  c o n t a i n i n g  t h e  p u r i f i e d  o x i d a s e  ( c h a p t e r  3 ) .
r r n n n  ^ v  i : 5 t s i  ^ n  o f  r p 1 3 r r r . e r i  . v t o c h r o m e  c  o r  t h e  a r t i f  i c i a lv j

e l e c t r o n  d o n o r  p h e n a z i n e  m e l h o s u l p h a t e ,  a  p r o t o n - m o t i v e  f o r c e
i  e  a a n a r z | . o A  i  n  J - h o q a  n r A J - a A l  i  n a c n m a c  n n n c i  < l -  i  n n  n F  a  h i  n h

, v v I . J r J u : : l Y q l r r Y l r

m e m b r a n e  p o t e n t i a l  a n d  a  r e l a t i v e l y  l o w  p H - g r a d i e n t .  T h i s  i n d i -

c a t e s  t h a t  t h i s  b a c t e r i a l  c y t o c h r o m e  c  o x i d a s e  a c t s  a s  a  A g -
o o n p r a 1 - i n r  s i f o  i n  t h e  r e s o i r a t o r v  c . h a i n .  S e v c r : l  f a C t O r S  i n -

f l u e n c e  c y t o c h r o m e  c - o x i d a s e  a c t i v i t y  a n d  A p - g e n e r a t i o n  i n  t h e
p r o t e o l i p o s o m e s  c o n t a i n i n g  t h e  o x i d a s e .  T h e  p h o s p h o l i p i d  c o m p o -

s i t i o n  o f  t h e  m e m b r a n e  h a s  a  m a r k e C  e f f e c t  o n  o x i C a s e  a c t i v i t y ,
i n c o r n a r a l - i n n  a n d  r e a r r ' l : ] -  i o n  n F  a n z \ m o  a n F ' i  r r i l - r r  T h o  n n m n n q i -

t i o n  o :  t h e  m e d i u n  (  i o n i . c  s t r e n g t h ,  p H  )  a l s o  a f f e c t s  t h e

o x i d a s e  a c t i . v i t y  a n d  t h e  e x t e n t  o f  b o t h  c o m p o n e n t s  o f  t h - o

p r o t o n - m o t i v e  f o r c e .  T h e  e f E : c t  o f  i o n i c  s t r e n g t h  o n  c ) / t o c h r o m e

c - o x i d a s e  a c t i v i t y  c a n  b e  e x p l a i n e d  i n  t e r m s  o f  d i s t u r b a n c e  o f

s u b s t r a t e - e n z l n n e  i n t e r a c t i o n s  a n d  i s  n o t  r e l a t e d  t o  a L t e r a t i o n s
i n  J - h o  a o a r c c , a -  i o n  s t a t e  o f  t h e  e n z v n e  ( c h a o t o r  4 J

A d d i t i n n a l  c r r i o c h r ^ m o q  e r a  n r a q d n t  i n  t - h a  r a q n i  r r f  n r r r  c h a i n

f r o m  B .  s u b t i l i s .  P o t e n t i o m e t r i c  a n a l y s i s  r e v e a l s  t h e  e x i s t e n c e

o f  a n o t h e r  c y t o c h r o m e  c - o x i d a s e  ( o - t y p e ) ,  c o n s i s t i n g  o :  t w o

c y t o c h r o m e  b - c o m p o n e n t s .  T h i s  i n d i c a t e s  t h e  e x i s r - e n c e  o f  a
h r a n < - h i n r  n o i n f  i n  f h o  r . c q p i ; 1 f 6 r v  c h : i n  : i -  t h c  l e v e l  o l  c v t o -

c h r o m e  c .  F u r t l r e r m o i ' e  b  a n d  c - t y p e  c v t o c h r o m e s  h a v e  b e e n  i d e n -

t i - f i e d  a n d  a  t e q t a t i v e  s c h e r n e  o f  t h e  o o e r a t i o n a l  s e q u e n c e  o f

c y t o c h r o i n e s  i n  t h e  e l e c i - r o n  t r a n s f e r  c h a i n  i s  p r e s e n t e , l

t . t l . p t " r  5  )  .

T h e  o x i d a t i o n  o f  v a r i o u s  p h y s i o l o g i c a l -  a n d  a r t i f i c i a l  e l e c -

t r o n  d o n o r s  b 1 -  m e n b r a n e  v e s i c L e s  f  r o m  t s .  s u b t i l i s  r e s u l  r - s  i n

t h e  g e n e r a t i o n  o f  a  o r o t o n - m o . - i v e  f o r c e  ( c h a p t e r  5  ) ,  D e h y d r o -
g - 6 n a s e s  a r e  t h e  p r i m a r y  c o m p o n e n t s  i n  t h e  s e q u e n t i a l  o x i d a t i o n

o :  p h y s i o l o g  i c a l  e l e c : r o n  d o n o r s .  S e v e r a l  d e h y d  r o g e n a s e s  a r e
i r l e n t i f i e C  i n  t s .  s u b t i l i s  m e m b r a n e s ,  b u t  t l : e r e  i s  a  m a r k e d  d i : -

f e r e n c e  i n  t h e  c a o a c i t y  o f  A p - g e n e r a t i o n  v i a  t h e  d e h y d r o g e n -

t f  v



a s e s .  T h i s  c a n  b e  e x p l a i n e d  b y  e i t h e r  l o w  d e h y d r o g e n a s e  a c t i -

v i t y  o r  w e a k  c o u p l i n g  o f  t h e s e  d e h y d r o g e n a s e s  t o  t h e  r e s p i r a -

t o r y  c h a i n .  F o r  a  c r i t i c a l  e v a l u a t i o n  o f  t h e  c o u p l i n g  b e t w e e n
A n - c c n c r a t  i  n c  : n d  A n - r . o n q r r m i  n o  D f O c e S S e S  i t  i s  e S s e n t i a l  t o!

know the  re la t i on  be tween  ox ida t i on  ra tes  o f  va r i ous  e lec t ron
d o n o r s  v i a  t h e  r e s p i r a t o r y  c h a i n  a n d  s u b s e q u e n t  A p - g e n e r a t i o n .
The  re la t i on  be tween  ox ida t i on  ra tes  and  Ap -gene ra t i on  i n  mem-
b rane  ves i c l es  appea rs  t o  be  non - I i nea r  and  can  be  exp la ined  by
the non-ohmic conductance of  the membrane.  The indiv idual -  com-
p o n e n t s  o f  t h e  A p  a r e  a f f e c t e d  b y  t h e  m e d i u m  c o m p o s i t i o n  ( i o n i c

s t r e n g t h  o r  c o m p o s i t i o n ,  p H ) .
The  ro le  o f  t he  Ap  i n  ene rgy -consuming  p rocesses  i n  B .  sub -

t i l i s  m e m b r a n e  v e s i c l e s  h a s  a l s o  b e e n  s t u d i e d  ( c h a p t e r  7 ) .  I n
B .  sub t i l i s  membranes  two  Ca2+- t ranspo r t  sysLems  a re  i den t i -
f i ed :  a  l ow  a f f i n i t y  e lec t rogen i c  Ca2+-up take  sys tem and  a  h igh
a f f i n i t v  C a 2 + / c a t  i o n  e x t r r r q i o n  s v s t e m .  T h e  d i v a l e n t  c a t i o n  C a 2 +
can  a l so  be  t rans loca ted  v ia  a  i nduc ib le  d i va len t  ca t i on / c i -
t r a f a  l - r t n c n ^ r f  s v s t o m -  A l I  f h r e a  s v q 1 . F ' n q  a r o  d c n g 6 d e n t  O n  t h e

p r o t o n - m o t i v e  f o r c e  f o r  t r a n s l o c a t i o n  o f  t h e  s p e c i f i c  s o l u t e .
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