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Summary. — Incorporation of malonyl-CoA or acetyl-CoA is studied in mouse brain

mitochondrial fatty acids.

Rupture of mitochondria is necessary ; Triton X-100 gives the best result. Other deter-
gents or sonication arc of lesser efficiency. Cofactor requirements have been studied :
NADH and NADPH have been tested ; ATP increases biosynthesis and CoA causes an inhi-
bition. Two systems of biosynthesis are involved :

— One is a de novo system using malonyl-CoA. Malonyl-CoA alone is incorporated and
synthesizes mainly C,, indicating the existence of a malonyl-CoA decarboxylase although
elougation of short chain fatty acids cannot be excluded. Addition of acetyl-CoA increases
the biosynthesis and palmityl-CoA when added causes an inhibition.

— The other system, using acetyl-CoA, elongates exogenous palmityl-CoA ; endogenous

acyl-CoAs are not elongated by acetyl-CoA.

All these results are confirmed by radiogas chromatographic studies of the reactions

produects.

INTRODUCTION.

La biosynthése des acides gras semble s’effec-
tuer distinctement dans trois compartiments cellu-
laires : mitochondries, microsomes et cytosol.

Le systéme de novo soluble, utilisant acétyl-
CoA et malonyl-CoA, a été.trés étudié dans les
plantes, microorganismes et tissus animaux [1
4 7] ainsi que dans le cerveau [8, 9] ; il synthé-
tise de l'acide palmitique et de petites quantités
d’acide stéarique et d’acide myristique. Nous
avons montré que les microsomes cérébraux con-
tiennent au moijns trois systémes distincts : de
novo, allongement du palmityl-CoA de deux
atomes de carbone seulement et allongement du
stéaryl-CoA en acides gras a chaine trés longue
[10 4 14]. Ces organelles synthétisent donc toute la
gamme des acides gras.

La biosynthése des acides gras dans les mito-
chondries de.cerveau a été trés peu abordée [15
4 19] ; par contre de nombreux travaux ont été
réalisés dans le foie et le ceeur. Dans ces organes,
si la biosynthése des acides gras au hiveau des
mitochondries est reconnue [20, 21, 22, 23], il n’y
a pas d’accord entre les différents auteurs pour
ce qui est de la présence éventuelle de Pallonge-

ment des acides endogénes ; la réalité de la syn-
thétase est discutée et I'on ne sait si le malonyl-
CoA est intermédiaire ou non ; la nature du don-
neur d’hydrogéne est imprécise ; les mécanismes
de stimulation de la synthése par les intermé-
diaires du cycle de Krebs sont inconnus [21]. Si
allongement et systéme de novo coexistent, ils
peuvent ére deux systémes différents [24, 25] ou
deux expressions du méme systéme enzymatique
[26, 27]. La présence du systéme de novo a été niée
par certains [28] tandis que d’autres I’ont purifié
a partir de la membrane externe des mitochon-
dries de foie de rat [29]. Pour les uns le malonyl-
CoA est utilisé dans la synthése de novo mais pas
dans l’allongement, pour d’autres il n’est qu’un
intermédiaire des systémes [20, 21, 30, 31], pour
d’autres encore il n’est pas utilisé dans les réac-
tions [26, 27, 32, 33]. De plus, les mitochondries
contiendraient des enzymes carboxylant P’acétyl-
CoA en malonyl-CoA [40] et décarboxylant le
malonyl-CoA en acétyl-CoA [41]. L’identité et I'uti-
lité des cofacteurs est trés discutée : NADH et
NADPH sont les cofacteurs utilisés conjointement
[15, 23, 25,-33, 34] 4 moins que le NADH ne soit
seul réellement actif [32] ou le plus actif [35]. Le
NADP, en présence d’intermédiaires du cycle de
Krebs, convient tout aussi bien [21] mais ces
intermédiaires n’interviendraient gu’en modifiant
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le rapport NADH/NAD [15, 34]. La localisation
cytologique de l’allongement est tout aussi am-
bigué : il peut se situer sur les membranes externe
et interne [36], la membrane interne contenant le
systéme de novo alors que la membrane externe
présenterait seule lactivité d’allongement [37] ;
pour, certains, c’est la membrane externe qui con-
tiendrait le systéme de novo [29]. 11 a été proposé
que le procédé d’allongement soit l’inverse de
celui de la B-oxydation [38, 42] bien que cela ait
été nié [32, 37]. Enfin, la réalité de I’allongement
d’acides gras exogénes a été purement et simple-
ment niée dans les mitochondries [39], ’'allonge-
ment exclusif des acides gras endogénes [32, 33]
couplé a leur dégradation ne servant qu’en trans-
fert d’hydrogéne [39].

Etant donné le réle fondamental joué par les
acides gras dans les structures membranaires céré-
brales, il est important que soit précisé leur mode
de biosynthése, Ce travail se propose donc de
vérifier ’existence des systémes mitochondriaux
dans le cerveau et d’étudier leur mode d’action en
présence de deux substrats, P’acétyl-CoA et le
malonyl-CoA.

MATERIEL ET METHODES.

I. — PRODUITS CHIMIQUES.

Les produits radioactifs sont obtenus a la « New
England Nuclear Corp.» (Boston, Mass.) ; les
acides gras froids, les substrats et cofacteurs :
NADH, NADPH, ATP, CoA, AMP, chez « P-L Bio-
chemicals Inc.» ; le P.P.O. et le P.O.P.O.P. chez
« Packard Instrument Co.». Tous les autres pro-
duits utilisés proviennent de chez « Merck .

II. — PREPARATION DES MITOCHONDRIES.

Elle est effectuée d’aprés la méthode de Whitta-
ker [43] modifiée au Laboratoire. Les cerveaux de
souris C57 noires sont prélevés, lavés puis homo-
généisés dans 10 ml/g de tissu frais de tampon
Saccharose 0,32 M Phosphate 0,01 M. L’homo-
généisation se fait au moyen de 12 » allers et
retours » d’un piston en téflon dans un appareil
de Potter-Elvejhem en verre. Les débris tissulaires,
noyaux et gros fragments myéliniques sont élimi-
nés par deux centrifugations successives de cing
minutes a 2.000 g dans une centrifugeuse Sor-
vall RC2. Une troisiéme centrifugation a 12.500 g
pendant trente minutes permet d’¢liminer dans le
surnageant la fraction microsomale. Le culot est
constitué de mitochondries impures. Ce culot est
repris dans 1 ml du méme tampon par gramme de
tissu frais, homogénéisé comme décrit précédem-
ment et déposé sur un gradient discontinu com-

pos¢ de 13 ml de saccharose 1,2 M et 13 ml de
saccharose 0,8 M. Une centrifugation a 53.000 g
pendant 120 minutes dans une -centrifugeuse
Spinco L2-50 sépare les fractions myélinique et
synaptosomale du culot mitochondrial. Celui-ci
est repris dans 1 ml de tampon.

Les protéines des différentes fractions sont
dosées par la méthode de Lowry [44].

IIl. — PURETE MITOCHONDRIALE,

Elle est déterminée par deux techniques diffé-
rentes : niicroscopie électronique et enzymes mar-
queuses. Pour la microscopie électronique, le culot
mitochondrial est prélevé a la spatule, tavéeit
Losumdistilliamet fixé pendant 24 heures dans du
glutaraldehyde a 2,5 p. cent dans du tampon de
Sorensen 0,1 M. Aprés lavage dans ce méme tam-
pon, le culot est refixé pendant 1 heure dans de
T’acide osmique a4 2 p. cent dans le tampon ; puis
il est déshydraté et inclus dans ’Epon. Les coupes
ultrafines sont contrastées avec de l'uranyl acé-
tate et du citrate de plomb et étudiées au moyen
d’un microscope électronique Hitachi HU.ILA.

Trois enzymes marqueuses ont été utilisées pour
vérifier la pureté des mitochondries.

— La 5’ nucléotidase, marqueur de la membrane
plasmique [45] :

Les cerveaux sont préparés dans du tampon
saccharose 0,32 M, Tris 0,16 M pH 7,5 ; le milieu
d’incubation (1 ml) est composé de tampon Tris
(0,056 mM), KC1 (0,1 mM), MgCl, (0,005 mM), Tri-
ton X-100 (0,04 p. cent), Saccharose (0,96 mM) et
AMP (0,004 mM & pH 7,2). Aprés 30 minutes d’in-
cubation, la réaction est arrétée par 5 ml de TCA a
8 p. cent. Aprés centrifugation et élimination des
protéines, 3,6 ml de H,S80, (1,4 N) puis 0,2 ml de
Molybdate d’Amimonium a 5 p. cent et enfin 0,2 ml
de réactif de Fiske et Subbarow sont ajoutés suc-
cessivement 4 1 ml de surnageant. Aprés 7 mi-
nutes d’ébullition puis refroidissement, la densité
optique est lue a 830 nm [46], avec une gamme
étalon constituée a4 partir d’une solution de phos-
phore a 40 pg/ml de tampon.

~ La Glucose-6-Phosphatase, marqueur de la
fraction microsomale [47] :

Les mitochondries sont préparées dans du tam-
pon saccharose (0,32 M), acide maléique (0,1 M)
pH 7. Le milieu d’incubation (1 ml) est composé
de 0,1 mM de Glucose-6-Phosphate et 0,06 mM de
maléate. Aprés 30 minutes d’incubation, la réac-
tion est arrétée par 5 ml de TCA 4 8 p. cent ; le
dosage du phosphore est effectué comme pour la
5’nucléotidase.
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— La Glucose-6-Phosphate déshydrogénase, en-
zyme marqueuse de la fraction soluble [48] :
Les cerveaux sont préparés dans du tampon
saccharose 0,32 M, Tris 0,1 M, pH 7,5. Le mélange
réactionnel qui contient enzyme est composé de
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IV. — BIOSYNTHESE ET CARACTERISATION DES ACIDES
GRAS.

I.a biosynthése est mesurée par la quantité

Q’acétyl-CoA ou de malonyl-CoA marqués, incor-

porés dans les acides gras. Le milieu d’incubation

Fi16. 1. — Pureté des mitochondries déterminée par microscopie électronique.

A : avant traitement (G = 7 700).
B : aprés traitement par le Triton X-100 (G = 27 500).

tampon Tris (0,15 mM pH 7,8), MgCl, (0,01 mM),
NADP* (0,054 mM) au lieu du NAD* qui s’est révélé
inactif, et d’eau distillée gsp 3 ml. :La variation de
la densité optique, témoin de la formation de
NADPH, est suivie 4 340 nm au moyen d’un spec-
trophotométre Zeiss PMQ IL

est composé de 1 mg d’enzyme, de 50 nMoles
d’acétyl-CoA [1-14C] ou de malonyl-CoA [1,3-14C]
a 2 pCi/uMole et en quantités variables de tampon
saccharose 0,32 M, phosphate 0,01 M pH 7, des
différents substrats et des différents cofacteurs.
L’incubation effectuée pendant 30 minutes 4 37°
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est arrétée par 0,5 ml de KOH méthanolique a
15 p. cent. Apreés saponification 30 minutes 4 100°
et acidification par 0,5 ml d’HC1 5,5 N, les acides
gras sont extraits par deux fois 5 ml d’éther de
pétrole (PE 60°-80°C).

Pour réaliser la caractérisation des acides gras,
les detix extraits réunis sonl évaporés a4 sec sous
N,. On additionne 10 ml d’un mélange de 2,5-di-
phényloxazol (P.P.0O.) a 0,4 p. cent et de 1,4-bis
[2(4-méthyl,5-phényloxazolyl)] benzéne a 0,03 p.
cent dans le toluéne, pour compter la radioactivité
dans un compteur a scintillation liquide Packard
Tricarb. Les extraits sont aussi éventuellement mé-
thylés [49]. Les esters méthyliques sont chromato-
graphiés en phase gazeuse (appareil « Hewlett-
Packard ») et les produits radioactifs sont détec-
tés a Paide d’'un compteur «Panax s couplé au
chromatographe. La colonne utilisée est une
colonne de SE 30 & 10 p. cent sur chromosorb. La
détection se fait par ionisation de flamme. La
chromatographie est effectuée en programmation
de température de 165° a 260°C a une vitesse
de 2°/mn. La nature des pics est déterminée par
calcul des Rf et par cochromatographie en utili-
sant des mélanges d’étalons.

RESULTATS.

I. — PURETE DES MITOCHONDRIES,

La micrographie électronique (figure 1A) repré-
sentant une préparation mitochondriale de routine

met en évidence la grande pureté de la fraction
mitochondriale. Quelques trés rares synaptosomes
et ribosomes peuvent parfois étre mis en évidence.
Quelques mitochondries apparaissent abimées :
cela est dii au procédé d’inclusion pour la micro-
scopie.

Le tableau I présente les valeurs d’activit¢ speé-
cifique et d’activité totale qui ont ét¢ obtenues
pour les enzymes marqueuses des différentes frac-
tions. On observe dans les mitochondries une acti-
vité totale résiduelle de 2 p. cent de 5’nucléotidase
par rapport a lactivité dans le surnageant 2.000 g
qui sera toujours pris comme référence, et une
activité spécifique élevée (0,6 uMoles P/h/mg pro-
téines). Par contre, les valeurs obtenues pour Ia
Glucose-6-Phosphatase (activité totale = 0,1 p.
cent et activilé spécifique = 0,1 uMoles P/h/mg
protéines) et pour la Glucose-6-Phosphate déshy-
drogénase (activité totale = 0,2 p. cent et activité
spécifique = 0,005 unités DO/inn/mg protéines)
sont infimes et négligeables.

Il est important de constater que la contamina-
tion par les microsomes ou la fraction soluble peut
étre considérée comme nulle. De plus, le rende-
ment de préparation des mitochondries est de
32 + 11 p. cent par rapport a I’homogénat de
départ (dosé par la monoamine oxydase, la tyra-
mine radioactive étant le substrat [50]. Ainsi une
contamination de 2 p. cent du culot mitochon-
drial par les membranes plasmiques peut &tre
tenue pour extrémement faible,

TaBLEAU 1.

Pureté des mitochondries
déterminée par le dosage d’enzymes marqueuses.

3§ Nucléotidase
Fractions
p. cenl
AS AT AT
!
S‘;"(‘)%%“;“t 0,7 | 40 | 100
Surnageant
12.5§0g | 0,2 7 17
12‘:‘;'6’0‘g 1.3 23 | 58
+
[
Symagsent |17 |1 s
© culot | o r
mitochondrial | °° i 0,9 | 2

l (;lucose-6-phosphatase Glgggg‘;(hgggiﬁ':gle
AS AT p.Ac'tl?nl AS AT p.Ac'lgnt
0,7 138 | 100 0,04 |7 100

99 72 10,08 {6 7 88

0,4 77;2_7 ;1' 0,008 0,? ¥7é 7
0,9 32 23 :,(;0; 7(;:(7)97 1
T’l“i 0,15 ; 0,0057 0,015 ;,2

Les conditions d’0btention des fractions sont décrites avec les méthodes.

AS : activité spécifique — AT : activité totale. Pour la 5’nucléotidase, 1’acti-
vité spécifique est exprimée en pMoles de phosphate par heure et par mg de
protéines. Il en est de méme pour la glucose-6-phosphatase. Pour la glucose-6-
phosphate déshydrogénase, les valeurs sont en unités de densité optique par

minute et par mg de protéines.
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II. — BIOSYNTHESE DES ACIDES GRAS.

A. — Rupture des mitochondries.

1effet des détergents est montré sur la figure 2.
Lorsque des doses variables de Triton X-100, dé-
oxycholate ou digitonine sont ajoutées au milieu
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aprés 6 minutes de sonication. En présence d’acé-
tyl-CoA [1-1#C], aucune activité n’est décelée.

Toutes les expériences suivantes seront donc
cffectuées en présence de 1 mg de Triton. A cette
dose, les mitochondries sont brisées comme le
montre la photographie au wicroscope électroni-

d’incubation, seul le Triton a un effet important.
On observe, en présence de malonyl-CoA [1,3-14C],
d’abord un accroissement de la radioactivité
extraite puis une diminution, le nmiaximum étant
obtenu pour 1 mg de Triton X-100 (I’activité est
multipliée par 5). En présence d’acétyl-CoA
[1-14C], seule ’addition de Triton X-100 provoque
Papparition d’une trés légére activité, maximale
pour une dose de 2,5 mg.

Acn

que (figure 1 B),

B. — Etude des cofacteurs.

1) Effet des nucléptides NADH et NADPH
(figure 3),

— En présence de malonyl-CoA [1,3-14C]
Yaddition de quantités croissantes de NADPH per-
met Papparition puis 'augmentation de l’activité
biosynthétique. Un effet identique quoique moin-
dre est observé avec le NADH pour lequel un pla-

teau est atteint a la concentration de 3.000 uM.
I’addition de quantités variables de NADH en
-~ brésence d’une quantité constante de NADPH per-
- \ 1 q p
. AN met d’observer une courbe de méme pente avec
2o0g) AN un décalage a l'origine. En I’absence de cofacteur,
I \\\ aucune activité n’est décelée. En présence d’acé-
! \ tyl-CoA [1-1#¢C], il y a trés peu d’augmentation
,' \ de T’activité quel que soit le cofacteur.
1
I \
1500| § \
1 \
I AY
1 s *
& X T T ° Cpm
4
1 N
[] /, ‘ ~.
! l, Ss~o
to00}! e S
h ., ~~~~
] l<>\ R4 ~
:ll ‘\ R 8000
O @
I AA’\
o
) N\
\ \ B)
O amma
e ————L - 000
Tm———0
. / /\ )
0 u-:CZO':/——-g_—___—O——O—-g O
1 ‘ 2 3 mg T.ouDeox.
0 003 006 it mg Digitonine -
4000 4 )
Fi6. 2. — Effet des détergents sur la biosynthése des R
acides gras, en présence d’acétyl-CoA (traits pleins) ou / h
de malonyl-CoA (traits discontinus). p o
Triton : O, T. Digitonine : ®. - /
Déoxycholate : O, Deox. L
2000, TJ/
Si une solulion mitochondriale &4 2 mg de pro- /°
téines/ml- est soniquée des durées variables puis ./°
incubée, on observe en présence de malonyl-CoA - »
[1,3-14C], un accroissement de la radioactivité 0 500 1000 2000 30001 cofacteur’s

F1c. 3. — Effets des nucléotides NADPH et NADH.
@® : NADH seul, O : NADPH seul, O : NADH en pré-
sence de NADPH (100 uM).

extraite, maximum pour une durée de sonication
de 3 mn, puis un décroissement du a une dénatu-
ration probable de 'enzyme qui n’a plus d’activité
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— Les produits de réaction en présence de ma-
lonyl-CoA ont été analysés par chromatographie :
(tableau II A). Cette technique montre que la ma-
jeure partie de la radioactivité se trouve sur
P’acide palmitique, Les acides stéarique et miyris-
tique en contiennent un peu; enfin, les acides

le Triton (1 mg), du NADPH (500 uM) et du NADH
(500 uM).
2) Effet de PATP et du CoA.

En présence de malonyl-CoA [1,3-14¢C], P’addi-
tion de quantités croissantes d’ATP entraine une

TaBLEAU II.

Produits des réactions enzymatiques.

Longuenr de chaine 12 ! 16 18 20 22 J 24
p. (:vnlip. centip. cenl|p. cent{p. cenlip. cent p. cent
1 i
Milieu d’incubation ‘ | ‘ } i
A | nd | 85 | !
i |
B \ ‘ 88 | 6 ‘ ; nd

Les produits des réactions sont étudiés dans deux milieux d’incubation :

A : Malonyl-CoA (50 uM), NADPH (500 yM), NADH 500 yM), Triton X-100 1 g/1.
B : Malony!-CoA (50 uM), NADPH (500 uM), NADH (500 uM), Triton X-100 1 g/1,

ATP (5 mM), CoA (50 uM).
nd : indétcctable.
tr : trace.

arachidique et béhénique sont trés faiblement
radioactifs.

Les expériences suivantes seront effectuées avec
un milieu d’incubation (1 ml) comprenant, outre

T Cpm
O
9000 h/
e
,//
S
7000 ]
5000 /
2000 /
/
1000
p— 2 . A
0 I -
By mM ATP
Fi6. 4. — Effet de concentrations croissanies en ATP

sur Uincorporation du malonyl-CoA (O) ou de Uacétyl-
CoA (A) dans les acides gras.

augmentation de la radioactivité extraite (figure 4).
En présence d’acétyl-CoA [1-14C] aucun effet n’est
observé, l.a figure 5 montre que le CoA a un effet

A

Cpm

2000

e
o/O

1000

o AT I / L >

50 100 kM CoA

F16. 5. — Effet de concentrations croissantes de CoA
sur lincorporation du malonyl-CoA (O) ou de lacétyl-
CoA A) dans les acides gras.
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inhibiteur sur la biosynthése des acides gras en
présence de malonyl-CoA [1,3-14C] et d’ATP. En
présence d’acétyl-CoA [1-14C] et d’ATP, aucun
effet n’a été observé.

L’analyse par chromatographie des produits de
la réaction (tableau II B) montre que l’addition
d’ATP et de CoA au milieu d’incubation ne modi-
fie pas le profil des acides gras, si ce n’est par
une légére diminution au niveau des acides gras a
chaine trés longue.

C. — Effet des substrats.

1) Effet de l’acétyl-CoA.

En présence de malonyl-CoA [1,3-14C], Vaddi-
tion de quantités croissantes d’acétyl-CoA met en
évidence une activité biosynthétique de type de
novo (figure 6). On a vu en effet que I’acétyl-CoA
n’est pas incorporé s’il est seul dans le milieu
d’incubation et ce quelle que soit la concentration

A

Cpm

30083 /

2000 /

0 100 200 pM Acety|-CnA.

Fic. 6. — Biosynthése des acides gras en présence de
malonyl-CoA et de concentrations variables d’acétyl-
CoA.

en protéines. Ce systéme de novo n’est pas du a
une contamination des mitochondries par la frac-
tion soluble ou par les microsomes car d’une part
les dosages d’enzymes marqueurs excluent cette
hypothése (voir précédemment) et d’autre part

toutes les activités de novo microsomales et solu-
bles sont trouvées dans le surnageant de centrifu-
gation 12.500 g. La fraction sucrose 1,2 M immé-
diatement supérieure au culot mitochondrial lors
de la préparation ne contient que trés peu d’acti-
vité négligeable par rapport & celle des mitochon-
dries.

2) Effet du palmityl-CoA.

En présence de malonyl-CoA [1,3-14C], T’addi-
tion de doses croissantes de palmityl-CoA entraine
une inhibition croissante de la biosynthése des
acides gras, Au contraire, en présence d’acétyl-
CoA [1-14C], une activité biosynthétique apparait
dont le maximum est atteint aprés un ajout de
30 nMoles de palmityl-CoA : figure 7,

A

Cpm

2000§

AN |

S ——

-

-

pM palmityl-CoA

Fic. 7. — Effet de concentrations croissantes de pal-
mityl-CoA sur lincorporation du malonyl-CoA (O) ou
de Pacétyl-CoA ().

0 50 100

DISCUSSION.

La pureté de la préparation mitochondriale est
bien mise en évidence sur les micrographies élec-
troniques et par le dosage des enzymes mar-
queuses. Eu ce qui concerne ces derniéres, il est
fondamental de constater que la contamination
par les microsomes ou la fraction soluble peut étre
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considérée comme nulle. Ainsi les systémes de bio-
synthése des acides gras mitocliondriaux ne sont
souillés, ni par la synthétase soluble, ni par les
diverses enzymes microsomales. Si la persistance
d’une activité enzymatique élevée de la 5’nucléoti-
dase dans les mitochondries pourrait laisser
croire 4 une importante contamination membra-
naire (par la membrane plasmique), cette hypo-
thése doit étre écartée au vu des photos en micro-
scopie électronique. Bien plus, c’est la spécificité
méme de la 5’nucléotidase en tant que « mar-
queur » des seules membranes plasmiques qui
parait contestable ; cette enzyme, en effet, a déja
¢té retrouvée dans les microsomes et le réticulum
endoplasmique du foie de rat [51, 52, 53], et dans
les microsomes de cerveau de rat [54] et de sou-
ris [55].

I’effet de la rupture des mitochondries, mesuré
par laugmentation de la biosynthése des acides
gras, montre, en présence de malonyl-CoA
[1,3-1#C], 1a supériorité de I’effet du Triton (x 5)
par rapport aux autres détergents (x 2) et a la
sonication (x 3). Cette supériorité parait confir-
mée par le fait que seule I’addition de Triton X-100
permet de faire apparaitre une légére activité bio-
synthétique en présence d’acétyl-CoA [1-1¢C]. La
microscopie électronique montre que les mito-
chondries rompues par le détergent forment de
nombreuses vésicules. Le fait de trouver une acti-
vité aprés rupture des organelles suggére que les
enzymes sont intramitochondriales.

L’addition des différents cofacteurs, NADH,
NADPH, ATP et CoA, séparément ou ensemble, ne
permet pas Vapparition d’une biosynthése en
présence d’acétyl-CoA [1-14C] seul. En présence
de malonyl-CoA [1,3-14C], par contre, le NADPH
est indispensable a 1a biosynthése des acides gras ;
il ne peut étre que partiellement remplacé par le
NADH a des doses beaucoup plus élevées. Toute-
fois, I’allure des courbes suggére que ces deux
nucléotides pourraient agir indépendamment et
que leurs effets sont additifs. L’activité biosyn-
thétique qui peut étre multipliée par 6 par Paddi-
tion d’ATP est au contraire inhibée si I’on ajoute
du CoA, Cette biosynthése est de type de novo
comme le montrent expérience d’addition crois-
sante d’acétyl-CoA en présence de malonyl-CoA et
Panalyse par chromatographie des produits de
réaction avec ou sans ATP : 88 p. cent C;q + 6 p.
cent C;q (tableaux ITA et IIB). Le malonyl-CoA
semble donc étre partiellement dégradé en acétyl-
CoA pour permettre au processus de novo de fonc-
tionner. Il pourrait aussi allonger des acyl-CoAs a
chaine courte. I’existence du systéme de novo est
encore confirmée par Pinhibition de la biosyn-
thése lorsque du palmityl-CoA est ajouté au milieu

d’incubation, en présence de malonyl-CoA (phé-
noméne du a une rétro-inhibition par le produit

s

de réaction ou a un effet détergent de I'acyl-CoA
exogene). Au contraire, lorsqu’il est ajouté en pré-
sence d’acétyl-CoA, une activit¢é biosynthétique
apparait, probablement due 4 un allongement du
palmityl-CoA.

En conclusion, I’acétyl-CoA seul n’est pas incor-
poré dans les mitochondries de cerveau de souris,
mais le malonyl-CoA Vest, qui est impliqué dans
une biosynthése de type de novo. Au contraire, en
présence d’un acyl-CoA a chaine plus longue, la
biosynthése semble consister en un allongement
par Pacétyl-CoA de P'acyl-CoA fourni, cet acyl-
CoA ne pouvant étre allongé par le malonyl-CoA.
I1 apparait donc que seul un acyl-CoA exogéne est
susceptible d’étre allongé par 1’acétyl-CoA dans les
mitochondries.

Des expériences sont en cours pour vérifier ces
hypothéses.
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REsuME.

L’incorporation de 1’acétyl-CoA ou du malonyl-CoA
dans lcs acides gras des mitochondries cérébrales de
souris est étudiée. Cette étude nécessite la rupture des
mitochondries qui est réalisée au mieux par le Triton
X-100 (d’autres détergents ou la sonication étant moins
actifs), Les cofacteurs nécessaires, NADH et NADPH,
sont précisés, leurs effets analysés. Le role de PATP et
du CoA est abordé, le premier augmentant la biosyn-
theése, le second 'inhibant. L’acétyl-CoA ne semble pas
pouvoir allonger les acides gras endogeénes ; il peut par
contre allonger le palmityl-CoA ajouté au milieu d’in-
cubation. Au contraire, le malonyl-CoA permet la bio-
synthése des acides gras par un mécanisme de novo ;
ajouter de ’acétyl-CoA au malonyl-CoA augmente l'ac-
tivité. Le malonyl-CoA semble donc¢ étre partiellement
dégradé en acétyl-CoA pour permettre au processus
de novo de fonctionner. L’analyse des produits de réae-
tion confirme ces résultats. Le palmityl-CoA n’est pas
allongé par le malonyl-CoA mais au contraire son addi-
tion au milien d’incubation annule la biosynthése des
acides gras par inhibition du systéme de novo.
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