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A transfer of labelled branched-chain fatty acids or proteins between mesosomes, periplasmic space and proto- 
plasts, is suggested in vivo and demonstrated in vitro. 

In the sole mesosomal fraction, [ 14CJvaline or [‘4C]isoleucine are, always, more incorporated in fatty acids than 
in proteins. 

Mesosomal fatty acids can be transferred to the protoplasts, but protoplasts seems to give essentially amino acids 
to mesosomes. 

1. Introduction 

Les membranes cytoplasmiques et les mCsosomes 
des batteries gram t contiennent ensemble la grande 
majorit des lipides cellulaires, notamment les phos- 
pholipides riches en acides gras ramifies [ 11. Cepen- 
dant, les rapports biochimiques ou fonctionnels entre 
les membranes cytoplasmiques et les mBsosomes ne 
sont pas actuellement clairement Ctablis [2, 31. Des 
expiriences prCliminaires, conduites sur Bacillus 
subtilis, nous ont montre [4], que la biosynthkse des 
acides gras ram&S n’est pas Bgalement intense dans 
les deux types de fractions membranaires, en particu- 
lier lorsque les batteries sont en phase de croissance 
exponentielle. Nous avons done repris, dans le present 
travail, 1’Ctude de la biosynthise des acides gras rami- 
I%% dans les bactbries, en nous effor$ant de prCciser 
les participations respectives de la membrane cyto- 
plasmique et des mCsosomes dans cette biosynthhse, 
ainsi que les relations pouvant exister entre ces deux 
systbmes membranaires. Pour cela, deux types d’ex- 
p&iences de marquage ont Ctg r6alis6s: 

(i) Des cinetiques d’incorporation in viva, dans les 
acides BtudiBs, de deux pr&urseurs radioactifs ( [14C]- 
valine pour les acides ramif% de la s&e iso ou [‘4C]- 
isoleucine pour les acides ram%& de 13 s&ie anteiso 

[m 
(ii) des cinttiques d’Cchange in vitro d’acides gras 

radioactifs entre diffirentes fractions membranaires. 
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2. Materiel et methodes 

La souche utilisee (B. subtilis var. niger) et les me- 

thodes de culture employees ont BtB d&rites p&C- 
demment [6]. Les fractions membranaires sont prkpa- 
rkes & partir des batteries selon la m&hode de Frehel 
et al. [7]; la purete de ces fractions est contr6lCe par 
observation au microscope ilectronique, en contra&e 
nt5gatif *. On distingue trois fractions: a) La fraction 
des mt%osomes; b) la fraction des protoplastes (con- 
tenant les membranes cytoplasmiques sans les m&o- 
somes); c) la fraction du surnageant des m&osomes 
contenant les matieres prCsentes dans l’espace p&i- 
plasmique. 

Les acides gras sont extraits et analyst% comme 
d&it anterieurement [6]; la ditermination de la 
radioactivite totale ou sp&ifique est effectuee par 
radiochromatographie en phase gazeuse [5). Les pro- 
t&nes globales sont dosees par la m&ode de Lowry 
[8], aprks-prkcipitation $ l’acide trichloroacetique et 
redissolution dans la soude; la radioactivit6 totale des 
protCines est mesurt5e en scintillation liquide (comp- 
teur TriCarb, Packard). 

La [14C]valine (90 mCi/mM) et la[14Cjisoleucine 

(110 mCi/mM) sont foumies par le C.E.A. 

* Mme C. Frehel (Institut Pasteur) a droit ?I tous nos remer- 
ciements pour avoir accept6 d’effectuer les examens en micro- 
scopie klectronique. 

North-Holland Publishing Company - Amsterdam 
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3. RCsultats 

3.1. Incorporation ‘in vivo’de [14C]valine ou de 
[14C]isoleucine dans les acides gras ramifih des 
diffhentes fractions cellulaires 

Le precurseur radioactif est ajoute pendant 30 min 
dans une culture (0,5 pCi/ml), peu avant la fin de 
croissance exponentielle (t-l), au moment oti la syn- 

these des acides gras est tres active [9]. On constante 
(fig. 1) que dans les 5 premieres minutes d’experience, 
la [14C]valme foumit autant de carbone radioactif 
aux acides gras ramifies de la serie iso des membranes 
protoplastiques qu’a ceux des mesosomes; les acides 
gras des mesosomes ont a ce moment leur radioactivitd 
maximale. Les acides gras du surnageant des meso- 
somes (provenant de l’espace periplasmique) sont 
moins marques et atteignent un maximum de radio- 
activite seulement 10 min apres le debut de l’experien- 
ce. Au tours des minutes suivantes, les acides gras des 
membranes deviennent, de plus en plus radioactifs: un 
maximum d’incorporation dans cette fraction est ob- 
serve apres 30 min. Pendant le m&me temps, la radio- 
activite dans des acides gras lies aux mesosomes ou 
presents dans l’espace periplasmique, decroit jusqu’a 

un minimum, atteint Cgalement a 30 min. En fin d’ex- 
perience la radioactivite tend a devenir Bgale dans les 
membranes, les mesosomes et I’espace periplasmique. 

Ces courbes peuvent faire penser a une accumula- 
tion transitoire des acides ramifies de la serie iso dans 
les mesosomes, d’ou ils seraient ensuite transfer& vers 
les membranes cytoplasmiques, en passant par l’espace 
periplasmique . 

La cinetique d’incorporation du carbone radioactif 
de la [14C]isoleucine dans les acides gras ramifi& de 

la skie anteiso des principales fractions cellulaires 
(fig. 2), donne des resultats assez semblables; mais 
l’incorporation transitoire des acides ramifies marques 
dans les mesosomes n’apparait pas nettement sur les 
graphiques. On peut penser, pour expliquer ce fait, 
que le temps de sejour des acides gras de la s&e anteiso 
dans les mkosomes est extremement bref. 

Le tableau 1, montre que seul le quart de la radio- 
activitk globale incorporke en 5 mn par les bactkies 
A partir de la [14C]valine fournie, est retrouvk dans 

les acides gras, essentiellement dans les systbmes mem- 
branaires. Les trois quarts du pre’curseur incorpore” 
se retrouvent dans les protkines. 11 est remarquable de 
constater que seule la fraction des mesosomes contient 
plus de carbone radioactif dam ses acides gras que dans 

dpm totaux /ml val -G c 

7500 I 

o 5 IO 1.5 20 25 30 3.5 40 45 50 55 60mn, 

Fig. 1. Incorporation in vivo de [ 14C]val dans les acides gras des diffkrentes fractions cellulaires, exprimks en dpm totaux/ml de 
culture en fonction du temps (o-o-o, P: protoplastes; l -0-0, M: m6sosomes; *-a-A, S: surnageant des mdsosomes). 
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Fig. 2. Incorporation in vivo de [ 14CJi~oleucine dam les acides gras des diffkrentes fractions cellulaires, reprkenthe comme dans 
la fig. 1. 

Tableau 1 

[‘4C]valine [ “C]isofeucine 
Fractions 
ceklaires Acides ProtBines Acides Protiines 

gras gras 

Bactkies 
entiires 25 75 46 54 

Protoplastes 40 46 45 33 

Mkosomes 36 2 22 1 

Espace pkri- 
plasmique 24 52 33 66 

Distribution de la radioactiviti incorporie en 5 mn entre les 
acides gras et les prothines des diffkentes fractions. (Les r&. 
sultats sont exprimh en % de la radioactivith totale incorpo- 
r&e pour les bactiries entikes; en % de radioactivit6 totale 
des lipides ou des protkines pour les fractions cellulaires). 

ses proteines. Le mbme tableau 1 indique que le car- 
bone radioactif de la [14C]isoleucine est incorpore 
presque egalement dans les proteines et dans les acides 
gras des batteries entieres, ce qui est assez different de 
ce qu’on observe avec la valine. On peut,‘la au&, re- 
marquer que la fraction des mesosomes integre le car- 
bone de l’isoleucine essentiellement dans ses acides 
gras. 
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3.2. Echanges ‘in vitro ’ d ‘acides gras radioac tifs entre 
les fractions cellulaires 

3.2.1. Realisation des experiences 
Une culture bacterienne est dparee en deux parties 

&gales et l’une seulement regoit de la [r4C]valine ou 
de le [14C]isoleucine avec une activitd de 0,5 pCi/ml 
pendant 30 min. Des fractions cellulaires sont pre- 
parees a partir des deux demi-populations: les unes 
sont marquees, les autres non. On melange alors dans 
une fiole, une suspension contenant des membranes 
radioactives (2 ml contenant environ 50 6 100 fig de 
prot~ines~ml selon la fraction) avec une suspension 
contenant d’autres membranes non marquees (memes 
conditions de volume et de concentration), en incubant 
le melange a 30°C pendant des temps variables. On suit 
ainsi les transfer% bventuels de substances radioactives 
d’une fraction a l’autre. 

3.2.2. [14C]valine 
a) lSre experience: mesosomes marques remis en 

suspension dans du sumageant non radioactif, avec des 
protoplastes non radioactifs 

On observe tres nettement (fig. 3a et b) une dimi- 
nution de la radioactivite dam la fraction mesosomi- 
que pendant les 5 premieres minutes; cette diminution 
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Fig. 3. Transfert d’acides gras ou de protiines radioactifs in Fig. 4. Transfert d’acides gras ou de prot&nes radioactifs in 
vitro, d’une fraction initialement marquee (indiqude par *) 
par la [,14C]valine vers une autre fraction cellulaire (mdmes 

vitro, d’une fraction initialement marquee (indiqude par *) 
par le [r4C]isoleucine vers une autre fraction cellulaire 1 

symboleb que pn%demment). (m&mes symboles que pr&demment). 

est concommittante d’une augmentation de la radio- 

activitk dans les protoplastes. Ce rhultat implique le 
transfert de substances radioactives des mt%osomes 
vers les membranes des protoplastes. Aprh 5 mn, un 
retour de certaines substances radioactives des proto- 
plastes yers les mtkosomes peut s’observer. 

substances t&s actifs des mdsosomes vers les proto- 

plastes, transferts inGressant aussi les substances 
nouvellement arrivkes. 

3.2.3. [14C]isoleucine 

b) 2eme experience: protoplastes marqu6s avec 
mksosomes non radioactifs (remis en suspension dans 
du sumageant non radioactif) 

a) lBR exphience: mksosomes marquks dans du 
surnageant non radioactif avec protoplastes non radio- 
actifs 

LB figs. 3c et d montrent que l’activitb de la frac- 
tion mhsomique augmente aussi bien dans les acides 
gras que dans les protknes, alors que celle des proto- 
plastes diminue pendant les 5 premikes minutes. Un 
transfert de prottkes ou de lipides marquks des proto- 
plastes vers les mkosomes est done possible. Mais 
aprh 5 min d’incubation mixte, la radioactivit6 re- 
commence ?I augmenter dans les protoplastes alors 
qu’elle diminue dans les misosomes: nous interprktons 
ce rksultat comme une condquence des transferts de 

I1 apparait t&s clairement (fig. 4a et b) que les 
augmentations de radioactivitk des acides gras ou des 

prothes des protoplastes, correspondent g une baisse 
rCguli&re des radioactivith mesurables pour les lipides 
ou les protkines des mksosomes. Un tel resultat s’inter- 
p&e bien si l’on suppose qu’il y a un transfert actif de 
lipides et de protkines des mhosomes vers les proto- 
plastes. 

b) 2bme exphience: protoplastes marquk avec 
mksosomes non radioactifs en suspension dans le sur- 
nageant non radioactif 
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Tableau 2 

[ r4C] valine [ r4C]isoleucine 
Fractions 
cellulaires Acides Protiines Acides Proteines 

gras gras 

Exphience 1 
Protoplastes+ 48 24 72 58 
Mesosomes 37 6 23 8 
Surnageant 14 70 5 34 

Exph-ience 2 
Protoplastes 57 23 46 48 
Mesosomes + 23 8 41 23 
Surnageant 19 69 13 29 

Exphience 3 
Protoplastes 29 5 10 3 
Surnageant + 71 95 90 97 

Exphience 4 
Mcsosomes 5 7 1 52 5 
Surnageant + 43 99 48 95 

Transfert d’acides gras ou de proteines radioactifs d’une frac- 
tion initialement marquee (indiquee par +) vers d’autres frac- 
tions cellulaires. Les resultats indiques dans le tableau (en % 
de radioactivite totale des lipides ou des protdines) sont ob- 
serves aprbs 5 min d’incubation des differentes fractions. 

la radioactivite des mesosomes augmente initialement 
comme dans le cas de la [14C]valine; mais cette appari- 
tion de substances radioactives dans les mesosomes ne 
se prolonge pas au-deli de 5 min (fig. 4c et d). Le set11 
transfer? quelque peu actif observable est celui des pro- 

teines protoplastiques vers les mesosomes (fig. 4c). 

3.2.4. Le tableau 2 permet de constater que pendant 
les 5 premieres minutes d’experience, le transfer-t 
d’acides gras radioactifs (marques a partir de [ 14C] - 
valine ou de [14C]isoleucine) se produit surtout dam 
le sens mesosomes vers ptotoplastes et surnageant vers 
mesosomes. Par contre, la plus grande partie des pro- 
teines marquees, provenant dune fraction cellulaire 
quelconque, se retrouve (ou reste) dans le surnageant 
des mesosomes, correspondant B l’espace periplasmique. 

4. Discussion 

Des transferts de lipides entre membranes cellulaires 
d’eucaryotes ont Bte recemment observes in vitro, sur 
des fractions provenant de cellules animales [lo] ou 
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vegetales [l 11. Les Cchanges observes se produisaient 
principalement entre mitochondries et microsomes 
(membranes fragmentees du reticulum endoplasmique). 
A notre connaissance, le present travail est le premier 
Btablissant l’existence de transferts de lipides ou de 
proteines entre membranes de cellule procaryote. 
Comme pour les cellules superieures, l’existence 
d’echanges de lipides dans la cellule bacterienne, sug- 
g&e que les lipides nouvellement form& se distribuent 
sur toutes les membranes a partir de leur site de synthese. 

Nos experiences avaient par ailleurs pour but de 
preciser et de comparer le role des differentes fractions 
membranaires (mesosomes, membrane cytoplasmique 
proprement dite) et de l’espace periplasmique, dam la 
biosynthese des acides gras ramifies. Nous pouvons 
conclure: i) que les mesosomes jouent un role particu- 
lierement actif dans cette biosynthese, en incorporant 
l’isoleucine ou la valine preferentiellement dans les 
acides gras ramifies et non dans les proteines; ii) que 
les mbsosomes, en presence du surnageant periplasmi- 
que, sont capables de transferer des acides gras vers les 
protoplastes, tandis que reciproquement les proto- 

plastes ne semblent ceder que des acides amines aux 
mbsosomes; iii) que le surnageant correspondant 1 
l’espace pdriplasmique, incorpore l’isoleucine ou la 
valine de preference dam les proteines et ne cede 
pratiquement ses acides gras qu’aux mbsosomes. 
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