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Saummary. — The biosynthesis of fatty acids in mouse brain microsomes involves

several enzymatic systems :

— One de novo system uses acetyl-CoA and malonyl-CoA as substrates. Like the
« soluble » fraction, microsomes contain acetyl-CoA carboxylase and malonyl-CoA-decar-
hoxylase ; nevertheless the microsomal synthetase is different from the «soluble» syn-

thetase.

— Two elongation systems, one system using palmityl-CoA as substrate yields Ci
fatty acids, another system using stearyl-CoA yields longer chain fatty acids.

La myéline est un constituant important du
svstéme nerveux central. Cette membrane a une
teneur ¢levée en sphingolipides contenant des
acides gras a4 longue chaine [1, 2, 3]. Les forces
de cohésion sont soit des interactions électrosta-
tiques, soit des liaisons «hydrogéne» entre
lipides et protéines, soit des forces de dispersion
de Van der Waals entre les chaines hydrocarbo-
nées, 1’action de ces derniéres est d’autant plus
forte que les chaines hydrocarbonées sont plus
longues [4, 5, 6, 7. On comprend alors l'impor-
tance de la présence des acides gras a longue
chaine et leur contribution a la stabilisation de la
myéline [8, 91.

Il existe deux systémes principaux de biosyn-
thése des acides gras : — le premier, de type de
novo, conduit a partir d’acétyl-CoA ct de malonyl-
CoA a4 des acides gras de chaine moyenne (C,,
C,) [10, 117 selon la réaction globale :

acétyl-CoA + 7 malonyl-CoA + ,,NADPH + , H*
~———> acide palmitique -+ ; NADP* + ,CO,
+ ¢CoASH + ¢H,O

La premiére «unité C,» de lacide palmitique
provient de P'acétyl-CoA, les 14 autres atomes de
carbone proviennent du malonyl-CoA. Cette réac-
tion est catalysée par un complexe multienzyma-
tique se trouvant dans la fraction soluble de la
cellule.

— Le decuxieme processus est moins bien
connu, 11" allonge les acides gras formés de novo
par additions successives de deux atomes de car-
bone provenant soit de I'acétyl-CoA soit du malo-
nyl-CoA. Ce systéme d’allongement a lieu prihci-
palement dans les mitochondries -et dans.les mi-
crosomes [12, 13, 14].

Dans les microsomes de cerveaux de souris, au
moment de la myélinisation, on voit apparaitre
transitoirement les galactolipides caractéristiques
de 1la myéline et leurs acides gras a longue chaine
[15, 16]. I1 semble donc que ces microsomes jouent
un réle important dans la biosynthése de ces
lipides myéliniques.

MATERIELS ET METHODES.

Les microsomes cérébraux sont préparés a par-
tir de souris de souche C57, Agées de 18 jours,
période d’intense myélinisation.

100 & 260 cerveaux sont homogénéisés au froid
dans un tampon saccharose 0,32 M, phosphate de
potassium 0,1 M pH 6,9, NaCl 0,9 p. cent. L’homo-
génat est centrifugé a 17500 g pendant 30 min
{centrifugeuse « Sorvall s RC. 2B) afin d’éliminer
les noyaux, débris cellulaires, myéline, synapto-
somes, mitochondries et membranes plasmiques
[21]. L.e surnageant est ensuite centrifugé a
104 000 g pendant 1 h (uliracentrifugeuse « Spin-
co» 1.2.50). Le culdt est remis en suspension dans
le tampon d’homogénéisation. Une seconde cen-
trifugation a 104.000 g pendant 1 h conduit a la
fraction microsomale appelée par la suite « mi-
crosonies totaux »,

‘Cette préparation répond a un certain nombre
de critéres de pureté [15, 16] :
.
— vérification par microscopie électronique de
Pabsence de noyaux, débris cellulaires, myéline,
synaptosomes et mitochondries ;

— absence d’activité de la malate-déshydrogé-
nase, enzyme marqueur des mitochondries {22] ;
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— absence d’activité de la glucose-6-phosphate-
déshydrogénase, enzyme caractéristique de la
fraction soluble de la cellule 23] ;

—- absence d’activité de la 5’ nucléotidase,
enzyme des membranes plasmiques [24] ;

— absence d’activité de la ribonucléoside-2’-3’-
cyclique-phosphate-diestérase, enzyme marqueur
de la myéline [25].

I’activité enzymatique de biosynthése des
acides gras est testée par incubation des protéines
microsomales dans le tampon d’homogénéisation.
La concentration en protéines est estimée par la
méthode de Lowry [26].

TABLEAU 1.

Conditions d’incubation
de la fraction « microsomes totaux ».

Saccharose 272 yM
Tampon PO,3-0,1 M pH 6,9 85 uM

NaCl 131 uM
NADPH 500 myM
Malonyl-CoA [1-3-1%C] (1 pCi/uM) |

ou 50 muM
Acétyl-CoA [1-14C]) (1 vCi/uM) 5

Acyl-CoA (C,; ou C,) 50 muM

Température d’incubation 37°
Durée d’incubation 30 mn

Arrét de lincubation 0,5 ml KOH a 15 p. cent
dans Méthanol.

Les substrats de la réaction pourront étre :

— Pacétyl-CoA [1-14C] (4 pCi/uM ou 1 uCi/uM)
en présence de malonyl-CoA si 'on veut étudier le
systéme de type de novo.

— le malonyl-CoA [1-3-1¢C] (4 uCi/uM ou
1 uCi/uM) seul si I’on veut étudier son incorpora-
tion dans les acides gras endogénes.

— le palmityl-CoA ou le stéaryl-CoA en pré-
sence de malonyl-CoA [1-3-14C] (1uCi/uM) si I’on
veut étudier le systéme d’allongement des acides
gras proprement dit.

Les substrats radioactifs sont fournis par
N.E.N,, les substrats non radioactifs par « Pabst-
Laboratory ».

Les acides gras formés dans le miliea d’incuba-
tion (1 ml) sont extraits par 2 fois 5 ml d’éther de
pétrole (P.E. 40°-60°) en milieu acide (0.5 ml
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d’HCI 5,5 N) [1] éventuellement aprés une hydro-
lyse alcaline par 0,5 ml de KOH a 15 p. cent dans
le méthanol. Les produits radioactifs sont détec-
tés par un compteur a scintillation liquide
« Packard », le solvant de scintillation étant cons-
titué par une solution de 2-5 diphényl-oxazol
(P.P.O.) 0,4 p. cent et de 1-4 bis [2-(4 méthyl-5-
phényloxazolyl)]-benzéne (diméthyl POPOP) a
0,03 p. cent dans du toluéne.
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Fis. 1. — Etude de I’incorporation du Malonyl-CoA
[1.3-14C] dans les microsomes totaux.

Acides libres (G5 ou Cyg) 50 mpM.

P : Palmityl-CoA. p : acide palmitique.

S : Stéaryl-CoA. s : acide stéarique.

M+ : Malonyl-CoA [1.3-14C].

A+ : Acétyl-CoA [1-14C] seul ou en présence d’Acyl-
CoA (C,; ou Gyp).

RESULTATS.

1) Etude enzymatique de la fraction « micro-
somes toltaux ».

L’étude des différents systémes de biosynthése
des acides gras a été entreprise sur la préparation
de « microsomes totaux ». Les conditions d’incu-
bation sont résumées dans le tableau I. Il en
résulte que :

a) Dans les « microsomes totaux » le malonyl-
CoA est incorporé ; Pacétyl-CoA seul n’est pas un
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substrat réactionnel de biosynthése des acides
gras dans ces conditions d’incubation. De méme,
en présence d’acyl-CoA, ces derniers ne sont pas
allongés par Pacétyl-CoA (fig. 1).

b) Les dérivés acyl-CoA sont allongés en pré-
sence de malonyl-CoA. Seuls ces derniers sont
énergétiquement valables. En effet, si 'on étudie
Pactivité enzymatique en présence de 50 muM
d’acides gras «libres» (C;,-C;g) au lien de
50 muM d’acyl-CoA, en fonction de la concentra-
tion en protéines, on constate que (fig. 1) :

— ces acides gras «libres » ne sont certaine-
ment pas des substrats d’allongement puisque
Pactivite enzymatique est confondue avec celle
obtenue en présence de malonyl-CoA seul.

— Le palmityl-CoA est un substrat plus actif
que le stéaryl-CoA. Ces deux substrats semiblent
présenter un comportenient enzymatique diffé-
rent.
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Fic. 2. — Incorporation de I’Acétyl-CoA [1-14C]
(4 uCi/uM) en présence de Malonyl-CoA.

M : Malonyl-CoA.
A+ : Acétyl-CoA 1-14C.

¢) Enfin, le malonyl-CoA seul est incorporeé.
Cette incorporation peut étre due soit 4 un allon-
gement des acides gras endogénes, soit a nne réac-
tion du type synthése de novo aprés décarboxy-
lation partielle en acétyl-CoA, soit aux deux types
de réaction.

Il existe, en effet, une réaction enzymatique
analogue a celle observée dans le surnageant de
centrifugation des microsomes contenant le com-
plexe synthétasique de novo. Si l'on incube les
microsomes en présence d’acétyl-CoA [1-14C) et
de malonyl-CoA, ’activité enzymatique en fonction
de la concentration en protéines (fig. 2) n’est pas
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négligeable. Il ne peut s’agir d’une éventuelle car-
boxylation de l’acétyl-CoA en malonyl-CoA puis-
que, dans ces conditions d’incubation, l’acétyl-
CoA seul n’est pas incorporé dans les microsomes.
La possibilité d’une décarboxylation du malonyl-
CoA n’est donc pas a écarter.

L’activité enzymatique d’incorporation du ma-
lonyl-CoA seul est relativement faible. Elle n’est
pas negligeable si on la compare a P'activité d’in-
corporation du malonyl-CoA en présence de stéa-
rvl-CoA.

cpm,
r P-Paimityl- CoA
S.Stearyl-CoA
M-Malonyl -Coa [1-3"c] foz0 Pum*
. 3
10 009§

micrgsomes
totaux
Ps M

5000

+
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500 1000 1500proteines
Fic. 3. — Incorporation du Malonyl-CoA [1.3-14C]

seul ou en présence d’Acyl-CoA sur diverses « coupes
au SO, (NH)). ».

P : Palmityl-CoA.

S : Stéaryl-CoA.

M+ : Malonyl-CoA [1.3-14C].

2) Purification des microsomes.

Les protéines sont sélectivement précipitées par
addition d’une quantité connue d’une solution de
sulfate d’ammonium saturée (« coupes» au SO,
(NH,),) [2]. Les conditions d’incubation étant les
mémes que pour les microsomes totaux, cette tech-
nique a permis de mettre en évidence deux frac-
tions enzymatiques différentes :

— une fraction
20 p. cent»

enzymatique appelée <« 10-
c’est-a-dire précipitant lorsque le
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pourcentage de saturation en SO, (NHy), passe de
10 a 20 p. cent. Cette fraction conduit a Pactivité
enzymatique maximum d’incorporation du malo-
nyl-CoA en présence d’acyl-CoA (fig. 3 et 4). Dans
celte fraction il existe également une activité en
présence d’acétyl-CoA [1-14C] et de malonyl-CoA,
mais elle est minime.

— Une fraction enzymatique appelée « 30-
50 p. cent», c’est-a-dire précipitant lorsque le
pourcentage de saturation en SO,(NH,), passe de
30 a 50 p. cent. Elle présente une activité maxi-
mum d’incorporation du malonyl-CoA seul et
d’acétyl-CoA [1-14C]1 en présence de malonyl-CoA
(fig. 3 et 4). L’activité d’allongement pourrait étre
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Fic. 4. — Incorporation du Malonyl-CoA en présence

d’Acétyl-CoA [1-1¢C] (4 pCl/uM) dans diverses « coupes
au SO, (NH,),».

nulle en présence de stéaryl-CoA puisque Pincor-
poration du malonyl-CoA, associée au stéaryl-CoA,
est inférieure a celle observée en présence de ma-
lonyl-CoA seul.

La fraction « 10-20 p. cent» va donc permettre
d’étudier préférentiellement Pactivité enzymatique
d’allongement, la fraction « 30-50 p. cent» ren-
seignera sur l’activité de type de novo.
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3) Etude « 10-

20 p. cent>».

enzymatique de la fraction

I’étude des différents systémes a été entreprise
en faisant varier les conditions d’incubation :
durée, température, force ionique, pH, concentra-
tions en cofacteurs et substrats. Les expériences
ont permis de dégager les résultats suivants :

a) Dans le¢ but d’obtenir séparément, dans la
fraction «10-20 p. cent», Pactivité d’incorpora-
tion du malonyl-CoA en présence d’acétyl-CoA,
activité apparemment de type de novo, on peut
éviter d’hydrolyser. En effet, si les produits de
I’activité d’allongement des acides gras semblent
étre meimnbranaires [3], ceux de la synthétase de
novo pourraient ne pas I’étre, en admettant que
cette activité soit identique dans les microsomies
et dans leur surnageant.

Lors de I’é¢tude des « microsomes totaux » lin-
cubation est arrétée par 0,5 ml de KOH &
15 p. cent dans le méthanol par ml d’incubat,
Pextraction des acides gras se faisant par I’éther
de pétrole aprés passage en milieu acide. On évite
I'liydrolyse alcaline sur la fraction «10-20 p. cent»
en arrétant I’incubation par 0,5 ml d’HCI 5,5 N.

I.a comparaison, entre la radioactivité extraite
aprés arrét par HCl et aprés hydrolyse alcaline,
montre qu’il existe deux pools d’acides gras syn-
thétisés.

— l’un, intéressant les longues chaines exo-
génes ou endogénes, semble lié aux membranes.
En effet, I'incubation du malonyl-CoA seul ou en
présence d’acyl-CoA, arrétée par HCI, fournit,
apreés extraction par I’éther de pétrole, environ le
1/4 de la radioactivité totale. Aprés cette extrac-
tion, une hydrolyse alcaline de I’incubat conduit
aux 3/4 restants. Cette radioactivité totale ést la
somnie des cpm obtenus aprés arrét par HCl puis
aprés hydrolyse alcaline.

— le 2° pool d’acides gras obtenu, a partir
d’acétyl-CoA et de malonyl-CoA, semble beaucoup
moins lié aux membranes. La radioactivité totale
se répartit 4 part égale entre I’extrait aprés arrét
par HCI et Pextrait aprés arrét par HCl puis mé-
thanolvse.

Enfin, on constate qu’une heure d’hydrolyse
alcaline a 100° de I’incubat « 10-20 p. cent » four-
nit la méme radioactivité qu’aprés hydrolyse a
froid par KOH et extraction immédiate par I'éther
de pétrole. L’hydrolyse alcaline semble donc
instantanée. Si elle n’est pas compléte, les acides
gras restant fixés aux membranes sont fortement
liés, puisqu’ils résistent a toute tentative d’extrac-
tion.
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b) Des expériences de pré-incubation de la
fraction « 10-20 p. cent », a des températures va-
riables allant de 37° a4 60° pendant des temps
allant de 5 min a4 30 min, ont permis d’étudier la
stabilité des différents systémes (fig. 5). Le plus
stable est celui mettant en jeu I'acétyl-CoA et le
malonyl-CoA. Le systéme d’incorporation du ma-
lonyl-CoA en présence de palmityl-CoA est plus
stable qu’en présence de stéaryl-CoA.

0
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¢) L’étude des cinétiques de réaction (tableau II)
a montré que :

-— Pincorporation du malonyl-CoA en présence
de palmityl-CoA est plus rapide qu’en présence de
stéaryl-CoA.

TarLEAU II.

Cinétique des réactions de biosynthése
des acides gras dans la fraction « 10-20 p. cent ».

Réactions Yo
d’inaclivation
pemt
e o Palmityl-CoA -+ Malonyl-CoA [1.3-1C]...... 1300
M Stearyl-CoA -+ Malonyl-CoA [1.3-%4C)..... .- 190
Malonyl-CoA [1.3-4C]....... 50
Aem Acétyl-CoA [1-'"C] - Malonyl-CoA.......... 35

—

T'de preincubation

[+ 37 40 50 60

Fi6. 5. — Inactivation des différents systémes
cn fonction de la température de préincubation.
P : Palmityl-CoA.
S : Stéaryl-CoA.
M+ : Malonyl-CoA [1.3-14C] (1 pCi/uM).
M : Malonyl-CoA.
A+ @ Acétyl-CoA [1-14C] (4 uCi/uM).

Vo : vitesse initiale : quantité de produits (coups
par minute) par mg de protéines et par minute.

— De méme, lincorporation du inalonyl-CoA
seul a une cinétique différente de celle observée
en présencce d’acétyl-CoA.

d) 1’étude des autres conditions d’incubation
est résumée dans le tableau III. On remarque en
plus que :

— une concentration en ions PO,3- supérieure
4 170 uM inhibe Pallongement du palmityl-CoA

TasLEaU III.
Influence des conditions d’incnbation sur la fraction « 10-20 p. cent>».

: [ Palmityl-CoA Stearyl-CoA alonyl-CoA Acetyl-CoA
d’ac]:li?/;{?;}]m;)ar: + Nﬁl?gﬂ%’&COA + 1\[413.130_:14)81'(30A MU.?’—X"C] 4 h/[liiil-(::l(;']l—COA
Force ionique (PO 3-) 170uM ’ peu sensible peu sensible peu sensible
Température } 340 ‘ 37 400 400
pH | 6,7 1 7,0 7,3 6,9
l | pas d’inffuence | pas d’influence
NADPH 15 mp. M ! 10 mp. M del mpM & de 1 muMa
| 1000 mu M 1000 mp M
P. If;l’_‘tled;zt]‘)‘g‘lt_;°“ 750 | 400 170 240
' pas d’influence | pas d’influence
NADP 250 my. M 100 my M de 10 mp M a de 10 my M 2
1000 mp. M 1000 my. M
P. cent d’activation
par le NADH 370 90 110 56
Malonyl-CoA [1.3-14C) 100 mp M 75 my. M 50 my. M —_
Acyl-CoA 15 mu M 8 mp M — —
. pas d’influence
A.T.P. 2uM 2uM 2. M de0,5uMa
l 20 u. M
P. cent activation | i
par PATP 29 120 690 0

Conditions établies pour 300 ug de protéines.
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alors qu’elle a peu d’influence sur les autres sys-
temes.

cpm A
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0 10 50 75 100 mpM Malonyl-Coa
F16. 6. — Incorporation du Malonyl-CoA dans la

fraction «30-50 % », l’incubation ¢tant arrétée par
0,5 ml d’HCI 5,5 N.

Protéines 600 pg.

A+ : Acétyl-CoA [1-14C] (4 uCi/uM).

M+ : Malonyl-CoA [1.3-14C] (1 pCi/uM).

M : Malonyl-CoA.

P : Palmityl-CoA.

S : Stéaryl-CoA.

cpm

1500 4

1000

500

0 g 30 50 75 160 muM acylCoA

Fic. 7. — Inhibition de I’incorporation du Malonyl-
CoA par les Acyl-CoA dans la fraction «30-50 % ».
L’incubation est arrétée par 0,5 ml d’HCI 5,5 N.

Protéines 680 pg.

P : Palmityl-CoA.

S : Stéaryl-CoA.
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— le NADH, lorsqu’il est associé au NADPH, n’a
aucun effet sur l’activité enzymatique de la frac-

tion «10-20 p. cent», méme pour des concentra-

tions en NADH trés supérieures a celles du
NADPH.
cpm,
150004 M’
AM
10 00
PeM’
S.M
5000
i,
0 0 30 50 75 100 mPM malonyCoA
Fic. 8. — Incorporation du Malonyl-CoA dans la

fraction « S8-25-35 % ». L’incubation étant arrétée par
0,5 ml 4d’HC1 5,5 N.

Protéines 1000 g.

P : Palmityl-CoA.

M : Malonyl-CoA.

S ¢ Stéaryl-CoA.

A+ 1 Acétyl-CoA [1-14C] (1 uCi/uM).

M+ : Malonyl-CoA [1.3-14C] (1 uCi/uM).

mrJM acyl CoA

Fi6. 9. — Inhibition de I’incorporation du Malonyl-
CoA par les Acyl-CoA (C, ou C;) dans la fraction
« S8-25-35 % ». L’incubation étant arrétée par 0,5 ml
d’HC1 5,5 N.

Protéines 840 pg.

P : Palmityl-CoA.

S : Stéaryl-CoA.

M+ : Malonyl-CoA [1.3-14C].

— un exceés d’acyl-CoA est fortement inhibiteur
de l'activité d’allongement aussi bien du palmityl-
CoA que du stéaryl-CoA.
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— enfin, Pinfluence de I’A.T.P. se fait surtout
sentir sur l'incorporation du malonyl-CoA seul.

¢) 11 en résulte qu’il semble bien exister deux
systémes enzymatiques d’allongement des acyl-
CoA, T'un en présence de palmityl-CoA, Pautre en
présence de stéaryl-CoA [27, 28]. D’autre part,
Pincorporation du malonyl-CoA seul présente des
conditions d’activité maxima différentes de celles
obtenues en présence d’acyl-CoA ou d’acétyl-CoA.

4) Etude « 30-

50 p. cent>».

enzymatique de la fraction

Cette fraction est souillée par une légére acti-
vité d’allongement principalement en présence de
palmityl-CoA. Contrairement a la fraction «10-

d’acétyl-CoA — est du méme type que celle obser-
vée dans la fraction soluble de la cellule. Ainsi
les résultats obtenus sur la fraction « 30-50
p. cent » seront-ils comparés a ceux obtenus sur
une fraction enzymatique purifiée de la fraction
soluble (surnageant de centrifugation des micro-
somes).

Cette derniére fraction est obtenue par précipi-
tation fractionnée des protéines en présence de
SO, (NH,),, lorsque le pourcentage de saturation
passe de 25 p. cent 4 35 p. cent [29]. Cette frac-
tion sera appelée «S. 25-35 p. cent ». Son incuba-
tion est arrétée par 0,5 ml d’HCl 5,5 N. Dans ces
conditions comme la fraction microsomale « 30-50
p. cent », « 8. 25-35 p. cent » présente, en plus de

TasLEAU 1V,

Comparaison des conditions d’incubation optima
pour les fractions « 30-50 p. cents et «S-25-35 p. cent>».

¢“30-50 p. cent” “S. 25-35 p. cent”
Maximum
d'activation par Malonyl-CoA |Acétyl-CoA |1-%5C|| Malonyl-CoA |Acétyl-CoA [1-15C)
[1.3-14C] + Malonyl-CoA [1.3-15C| + Malonyl-CoA
|
Force ionique (PO,*-) - peu d’influence 90 uM : peu d’influence | peu d’influence
Température 370 400 “ 400 410
pH 7,3 6,9 | 6,75 6,55
NADPH 30 muM 40 muM 30 muM 40 mpM
0, activation .ab.solument indispensable
par le NADPH 700 160 "‘d;spggggb‘e =P 1500
Malonyl-CoA 50 myM 30 muM 80 mpM 15 muM
Acétyl-CoA [1-14C] — . 25 muM — 10 muM
ATP peu d’influence ' peu d’influence | peu d’influence | peu d’influence

Conditions établies pour 300 yg de protéines.

20 p. cent », Pactivité d’allongement n’est pas mise
en évidence si I'on évite d’hydrolyser par KOH.
L’ineubation est donc arrétée par 0,5 ml d’HCI
5,5 N. L’étude de I'incorporation du malonyl-CoA
en fonction de la concentration de ce substrat
montre que :

— les courbes obtenues en présence de palmi-
tyl-CoA et de stéaryl-CoA sont confondues et en-
dessous de la courbe obtenue en présence de ma-
Ionyl-CoA seul (fig. 6).

-— L’incorporation du malonyl-CoA est inhibée
par un excés d’acyl-CoA (fig. 7).

La fraction «30-50 p. cent» sera étudiée
comme la fraction «10-20 p. cent» en faisant
varier les conditions d’incubation. Toutefois,
Pactivité enzymatique principale de cette frac-
tion — incorporation du malonyl-CoA en présence
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Tincorporation du malonyl-CoA en présencé
d’acétyl-CoA, une incorporation de malonyl-CoA
seul (fig. 8). L’étude de cette derniére activité en
fonction de la concentration en malonyl-CoA et
Pinhibition par les acyl-CoA (fig. 9) conduit a pen-
ser que I’allongement est également inexistant
dans cette fraction.

Les conditions d’incubation seront donc étu-
diées de facon comparative entre les deux frac-
tions « 30-50 p. cent» et «S. 25-35 p. cent ». Les
résultats sont résumés dans le tableau IV.

DISCUSSION.

Dans les microsomes de cerveaux de souris, les
acides gras peuvent étre synthétisés de facon de
novo comme dans la fraction soluble de la cellule,
a partir d’acétyl-CoA et de malonyl-CoA. Ces
acides gras peuvent étre également allongés en
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chaines plus longues. Lorsque l’on compare les
activités d’allongement et de synthétase de type
de novo on constate que ces deux activités sont
également importantes (tableau V).

S. Pollet et coll.

Il a en effet été montré [31] que les acyl-CoA
(50 muM), en présence de 100 pug de protéines mi-
crosomales, sont transformés a 90 p. cent en
acides gras libres et 10 p. cent en acyl-membranes.

TABLEAU V.

Comparaison des activités d’allongement et de synthétase de type de novo.

Palmityl-CoA Stéaryl-CoA Malonyl- Acétyl-CoA
. _ _ y1-CoA Y4
Pour 1000 ug de protéines| + Lﬁ,];;)_?éy(}]COA + I\‘Fil.lggz’(lj]COA ‘3 [»'0‘3'“?‘]50[ ol Mlailou(;)lfCOA
(7 10-20 p. cent *“}{(” 10-20 p. cent ‘9 3020 p- ) (" 30-50 p. cent *)
. |
Acides gras formés | 9500 2100 400 ’ 7000 ()

(coups par minute)

(*) L’activité est rapportée au Malonyl-CoA en supposant valable 1’équation classique
Acétyl-CoA [1-14C] + 7 Malonyl-CoA —> G, COOH.

Les «coupes» au SO, (NH,), ont permis de
mettre en évidence :

a) deux systémes enzymatiques d’allongenment
des acides gras, I'un a partir du palmityl-CoA,
Pautre a partir du stéaryl-CoA. Ces deux systémes

utilisent comme substrats, uniquement le malonyl- .

CoA et non lacétyl-CoA. Une étude des produits
de la réaction effectuée sur la préparation de « mi-
crosomes totaux » montre que le premier systéme
conduit a la formation de C,q, le deuxiéme con-
duit aux acides gras i chaine plus longue (C,,)
[27].

b) Une incorporation de malonyl-CoA seul, qui
peut ¢tre due soit 4 un allongement des acides
gras endogenes, soit 4 une réaction de synthése du
type de novo par l’intermédiaire d’une malonyl-
CoA-décarboxylase transformant le malonyl-CoA
en acétyl-CoA, Or, il existe une enzyme, la phos-
photransacétylase (P.T.A.), spécifique de l’acétyl-
CoA, hydrolysant rapidement ce dernier en acé-
tate, en présence d’arseniate [307. L’incubation de
la fraction « 10-20 p. cent » en présence de P.T.A.,
enfraine une trés forte diminution de I’activité
d’incorporation du malonyl-CoA en présence
d’acétyl-CoA, alors que l’incorporation du malo-
nyl-CoA seul n’est pas affectée. Cette derniere
activité est donc essentiellement une activité
d’allongement des acides gras endogénes puisque
le malonyl-CoA n’est pas transformé en acétyl-
CoA. La différence de comportement de ce sys-
téme par rapport a celui observé en présence
d’acyl-CoA tendrait a distinguer, dans un milieu
biologique, Veffet de substrats naturels (acides
gras membranaires) et de substrats « artificiels »
(acyl-CoA).
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Si ’on suppose que le substrat naturel est ce com-
plexe acyl-membrane (acides gras liés aux mem-
branes) on peut expliquer les différences de com-
portement du malonyl-CoA lors de son incorpora-
tion seul ou en présence d’acyl-CoA par linter-
vention, dans le cas d’un substrat artificiel (acyl-
CoA), d’une autfre enzyme, une thiolase, paralléle-
ment a I’enzyme de biosynthése des acides gras.

Cette hypothése pourrait également expliquer
les faibles rendements (de I'ordre de 1 a 2 p. cent)
des réactions enzymatiques, puisque 90 p. cent des
acyl-CoA sont transformés en acides gras libres,
substrats inactifs pour I’allongement.

L’incubation de la fraction « 30-50 p. cent» et
de la fraction «S. 25-35 p. cent », en présence de
P.T.A., entraine une perte quasi totale de lacti-
vité enzymatique d’incorporation du malonyl-CoA
en présence d’acétyl-CoA. En présence de malo-
nyl-CoA seul, dans les deux fractions, microso-
males et solubles, on note une perte d’activité de
Pordre de 90 p. cent. L’incorporation du malonyl-
CoA seul, dans ces deux fractions, se fait donc
essentiellement par ’intermédiaire d’une malonyl-
CoA-décarboxylase, transformant le malonyl-CoA
en acétyl-CoA. La réaction de type de novo prend
ensuite le relais.

¢) L’¢tude comparative des deux systémes mi-
crosomaux et solubles permet d’affirmer que, dans
les deux cas, il existe une synthétase de type de
novo utilisant comme substrat 'acétyl-CoA et le
malonyl-CoA. Ces deux enzymes ont des compor-
tements différents. I1 ne peut donc étre question
d’une méme enzyme microsomale passant dans la
fraction soluble au cours des différentes manipu-
lations.
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d) Enfin, si Pon étudie la présence dans les
microsomes de I’acétyl-CoA carboxylase, mise en
¢vidence par Wakil dans la fraction soluble de la
cellule [32] par incubation en présence de 50 muM
de NaHCO,, MnCl, 1 uM et 10 uM d’ATP, on cons-
late que cette enzyme se trouve dans les micro-
somes, et en particulier dans la fraction <« 10-
20 p. cent».' Les microsomes présentent donc,
outre une malonyl-CoA décarboxylase, une acétyl-
CoA-carboxylase et ces deux enzynies sont cer-
tainement différentes puisqu’elles sont situées
dans deux fractions distinctes «10-20 p. cent »
d’une part, « 30-50 p. cent» d’autre part.
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RESUME.

La biosynthése des acides gras dans les microsoines
de cerveaux de souris met en jeu plusieurs systémes
cnzymatiques.

— Un systéme de syuthése de type de novo en pré-
sence d’acétyl-CoA et de malonyl-CoA. Ce systéme,
tout comme celui étudié dans la fraction soluble de la
cellule, fait intervenir une acétyl-CoA-carboxylase et
une malonyl-CoA-décarboxylase. Le comportement de
cette synthétase de type de novo est cependant diffé-
rent de celui de la fraction soluble. Il s’agit donc de
deux enzymes différentes.

— Deux systémes d’allongement, 'un & partir du
palmityl-CoA forme des acides gras en C,, 'autre a
partir du stéaryl-CoA conduit aux acides gras & chaine
plus longue.
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