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BIOCHIMIE EXPERIMENTALE. — Biosynthése de Iacide lignocérique dans deux orga-
nelles (mitochondries et microsomes) au cours du développement cérébral de la Souris,
normal et pathologique (Quaking et Jimpy). Note (*) de M. Jean-Marie Bourre,
Mme Marion Paturneau-Jouas M!es Odile Daudu et Nicole Baumann, présentée par

M. Raymond Turpin.

Lignoceric Acid Biosynthesis in Two Organclles (Mitocnoudiia and Microsaomes) During Brain Deveiopriont
in Normal and Mutant (Quaking and Jimpy) Aice, by Jean-Manie Bourre, Marion Paiurcau-feuas, Odile
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Les acides gras a trés longues chaines, acide lignocérique plus particuliérement sont
trés importants dans le cerveau car ils participent a la stabilité de la membrane myélinique.
Ils sont synthétisés dans les microsomes [(*), (°)] ou les mitochondries [(), (")]. Ils peuvent
aussi provenir, en partie, de la nutrition [(®), (°)]. Les microsomes contiennent un systéme

TaBLEAU I

Biosynthése de I’acide lignocérique en fonction de I’dge

Age
(jours) 4 12 18 25 Adulte
( Normaux 0,23 0,62 1,07 0,75 0,37
Microsomes (activité spécifique)....... Quaking - 0,38 0,50 0,50 0,30
Jimpy - 0,03 0,03 - -
( Normales 0,05 0,17 0,20 0,24 0,31
Mitochondries (activité spécifique). . ... Quaking - 0,16 0,19 0,22 0,29
Jimpy - 0,16 0,19 - -

L’activité spécifique est exprimée en nmoles de substrat radioactif ([1-*C] acétyl-CoA pour les mito-
chondries ou [1,3-'“C] malonyl-CoA pour les microsomes) allongeant le béhényl-CoA pour synthétiser

I’acide lignocérique par milligramme de protéines.

de novo et deux complexes d’allongement [(*), (})]; les mitochondries possédent aussi un
systéme de novo (*) mais un seul complexe d’allongement (1°). Nous nous sommes attachés
a déterminer 1’évolution de la biosynthése de 1’acide lignocérique dans ces deux orga-
nelles, chez des animaux normaux et dysmyéliniques. Chez les mutants Quaking et Jimpy,
la démyélinisation respectivement partielle ou totale est liée a une diminution (!!) ou

a une disparition (*2) des acides gras a trés longues chaines myéliniques.

MATERIEL ET METHODES. — Les micresomes sont préparés de maniére classique (1);
les mitochondries sont purifiées sur gradient de centrifugation [(?), (13)]. Pour les micro-
somes (**) comme pour les mitochondries (7), la pureté est vérifiée par dosage d’enzymes
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marqueurs et par microscopie électronique. La synthése de 1’acide lignocérique est mesurée
par quantification de sa radioactivité aprés allongement du béhényl-CoA par le [1,3-14C}
malonyl-CoA ou le [1-!*C] acétyl-CoA (selon I’organelle). Le milieu d’incubation, en
présence de 1 mg de protéines microsomales, est constitué par 15uM béhényl-CoA,
50 uM [1,3-'4C] malonyl-CoA, 500 uM NADPH, 0,272 M sucrose, 85mM phos-
phate pH 7,1, 130 mM NaCl; on ajoute, dans I ml de milieu, 3 ug de phosphotransa-
cétylase pour empécher le systéme de novo de fonctionner [(*), (), (**)]. En présence de 1 mg
de protéines mitochondriales, le milieu comporte 50 pM béhényl-CoA, 50 uM [1-1*C]

TasLEAU I
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acétyl-CoA, 500 uM NADH, 500 uM NADPH, 0,272 M saccharose, 8,5 mM phosphate’
pH 7,0; 1 mg de « triton X-100 » est ajouté par millilitre de milieu. L’extraction et I'iden-
tificat’on des acides gras synthétisés ont été précédemment décrites (*). L’analyse des acides
gras mitochondriaux a été réalisée aprés méthylation d’un extrait lipidique de ces organelles.
Chaque expérience a été réalisée au moins trois “is.

RESULTATS ET DISCUSSION. — Le tableau I montre que la biosynthése microsomale de
I’acide lignocérique est maximale a 18 jours (l’activité spécifique de 1’enzyme est 5 fois
plus grande & cet 4ge qu’a 4 jours). Ce pic est réduit chez la Souris Quaking; il est inexistant
chez le mutant Jimpy. Il faut noter que la synthése est normale chez les animaux Quaking
adultes : il n’y a pas de récupération éventuelle d’une myélinisation défectueuse. La syn-
thése mitochondriale croit réguliérement au cours du développement cérébral sans présenter
de pic au moment de la myélinisation. Elle est quantitativement normale chez les deux
mutants, N

Si les acides gras synthétisés dans les microsomes sont utilisés pour élaborer la myéline,
la destinée des acides gras mitochondriaux semble étre la membrane mitochondriale
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elle-méme. En effet, les mitochondries contiennent principalement de 1’acide palmitique et
de I’acide stéarique (tableau IT) mais aussi des acides gras 2 trés longues chaines, y compris
de I’acide lignocérique (0,13 97).0,70 %, des acides gras a trés longues chaines ont plus
de 18 atomes de carbone, ordre de grandeur comparable & celui des mitochondries
humaines (*®) mais trés inférieur aux mitochondries de Rat (7). (Cette derniére prépa-
ration est probablement contaminée par de la myéline). Or il est possible de quantifier
la quantité d’acides gras présents dans une organelle et le pouvoir synthétique de cette
organelle.

Supposant que les acides gras représentent 35 9/ du poids des lipides et qu’au moins
un tiers de ces acides sont saturés, il est possible d’estimer que les membranes, mitochon-
driales ou microsomales, contiennent environ 75 ug d’acide stéarique par milligramme
de protéines. Or, a partir du palmityl-CoA, les possibilités de synthése in vitro de 1’acide
stéarique sont, dans les microsomes et les mitochondries d’animaux 4gés de 18 jours,

TaBLEAU III

Biosynthése de I'acide lignocérique dans deux organelles

Nombre Role Perturbations
de =, \ dans la pathologiques
complexes Doy Donneurs  myélini-
d’allongemient ge‘ d’hydrogéne  sation Quaking Jimpy Destinée

Microsomes : 2 Ma_"bhy QGA NADPH ++ 4+ —-70% —97Y% Myéline
Mitochondries : 1 Acétyl-CoA NADH 0 - 0% ~— 0% Mito-
(+ NADPH) chondries
¢4

respectivement environ 30 et 2,5 pg/mg protéines/jour. Nous savons que les microsomes
synthétisent plus qu’ils n’en ont besoin car ces organelles élaborent les acides gras myéli-
niques (*!). Par contre, les mitochondries cérébrales ont la capacité in vitro de renouveler
tout leur acide stéarique tous les 30 jours. Or des études de vitesse de renouvellement
ont montré que, in vivo, les phospholipides mitochondriaux du cerveau ont des demi-
vies variant selon 1la molécule de 17 4 40 jours (*8). Donc dégradation et synthése semblent
étre du méme ordre de grandeur dans les mitochondries. Sans pouvoir exclure un transport
mitochondrial, il apparait que ces organelles sont autonomes pour leurs besoins en acides
gras. En dernier lieu, les synthéses mitochondriale et microsomale sont sensiblement
égales chez les animaux adultes. Toutefois, la synthése microsomale est un peu plus élevée:
elle doit supporter le renouvellement des acides gras myéliniques qui est trés lent.

Deux organelles d’une méme cellule peuvent donc synthétiser les mémes acides (I’acide
lignocérique en 1’occurrence) mais par deux voies biochimiques distinctes, ces acides ayant
des destinées trés différentes (tableau III). En effet, microsomes et mitochondries n’ont
pas le méme nombre de complexes d’allongement; les donneurs de carbone sont différents;
les réducteurs sont NADPH seul dans un cas alors que les mitochondries ont besoin
de NADH + NADPH [(*), (®), (*9)]. Si 'une des organelles est défaillante (les micro-
somes), ’autre ne pourra compenser le défaut. Chez des animaux partiellement (Quaking)
ou totalement (Jimpy) démyélinisés, les synthéses microsomales sont réduites respectivement
de 60 % et 97° alors que les synthéses mitochondriales sont normales.

(*) Séance du 31 mai 1976,
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