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BIOCHIMIE. — Biosynthése des acides gras a longue chaine duns les microsomes
de cerveau de souris. Note (*) de MM. Jean-Marie Bourre, Serge Pollet,
Miies Giséle Dubois et Nicole Baumann, présentée par M. Jacques Tréfouél.

Dans les microsomes de cerveau de souris, la formation des acides gras saturés a longue chaine
pourrait se faire par {'intermédiaire de deux systémes distincts : I'un donnant de {’acide stéarique,
I'autre des acides gras a chaine clus longuc.

Les acides gras a longue chaine sont des constituants importants des sphin-
golipides cérébraux, principalement ceux de la matiére blanche. Nous avons pu
montrer chez la souris Quaking, atteinte d’une maladie héréditaire caractérisée
par un défaut de myélinisation du systéme nerveux central, une diminution des
acides gras a longue chaine non hydroxylés, a 24 atomes de carbone plus parti-
culiérement [('), (})]. Cette anomalie peut s’cxpliquer par un blocage enzymatique
au niveau de la biosynthése des acides gras. e systéme de novo fonctionne norma-
lement chez la souris mutante (') et ne produit que peu d’acide stéarique. Celui-ci
est présent en quantité relativement normale chez la souris Quaking. Les acides
palmitique et stéarique ayant des vitesses de renouvellement semblables, on peut
proposer I'existence de deux systémes d'allongement distincts faisant suite au sys-
teme de novo : I'un donnant de Pacide stéanque, I'autre des acides gras a chaine
plus longue, ce dernier pouvant étre perturbé chez la souris Quaking. C’est dans
le but de différencicr ces deux systémes qu'une étude de I'allongement dans les
microsomes du cerveau de souris a été entreprise.

METHODES. — Pour préparer les microsomes on utilise des lots de souris de
18 jours, age ol la myélinisation est active. Aprés élimination du sang, les cerveaux
sont homogénéisés dans un tampon saccharose 0,32 M, phosphate de potassium
pH 6,9, 0,1 M, chlorure de sodium 0,9 °/. Fragments cellulaires et mitochondries
sont éliminés par centrifugation a 17 000 g pendant 30 mn. Les microsomes, obtenus
par une centrifugation du surnageant, une heure & 100 000 g, sont lavés par homo-
généisation dans le tampon ct recentrifugés dans les mémes conditions. Les protéines
sont dosées par spectrophotométrie (*). L'incubation se fait en présence d¢ malonyl-
CoA 1-3'"*C (2 mC/mM). des différents substrats, de solution enzymatique et
de tampon (q.s. p. | ml). Les acides gras formés sont extraits par deux fois 4 ml
d’éther de pétrole (45-60 °C) aprés hydrolyse alcaline et acidification, puis éventuelle-
ment méthylés en présence de BF, (°) pour étudicr les produits de la réaction enzy-
matique. Cette étude est faite soit par chromatographie en phase gazeuse avec
comptage automatique de la radioactivité de I'éluat (appareil Barber-Coleman) (')
soit par deux chromatographics successives sur couche mince : une premiére plaque
de gel de silice H sépare esters du cholestérol, acides gras hydroxylés et non hydroxy-
lés (solvant : éther de pétrole-éther 80,20, v/v, révélateur : rhodamine) ; les acides
gras non hydroxylés extraits sont alors divisés en saturés et divers types d'insaturés
sur unc plaque de gel de silice H imprégnéc a 15 9 de nitrate d’argent (solvant :




(2)

hexane-benzéne 3/7 v/v). Dans ce cas, la radioactivité est mesurée par scintillation
liquide en présence de Cab-O-Sil.

RESULTATS. -— Les microsomes ne sont souillés ni par des enzymes solubles
(pas d’activité de la glucose-6-phosphate déhydrogénase) ni par des enzymes mito-
chondriauvx (absence d’activité malate déhydrogénase). Le lavage est indispensable.

—- L’incubation se fait 3 38 °C pendant 30 mn a pH 7 en présence de 3 mg de
protéines, de S0 mpM de malonyl CoA et 50 mpM d’acyl CoA. Le NADPH est
indispensable. comme il n’est pas inhibiteur on en met un excés : 500 muM. Le
NADH n’est pas utile : 5 uM ne permettent de recouvrer que 30 9, de I'incorpo-
ration : en présecnce de NADPH il y a méme une trés Iégére diminution de cette
incorporation.
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Allongement du palmitvl-CoA ¢t du stéaryl-CoA
en fonction du pH du milieu d’incubation

- Le malonyl CoA est fixé en quantité différente selon la présence de palmityl
CoA ou de stéaryl CoA (activité spécifique 2,5 fois plus grande en présence du
premier qu’'en présence du second). Méme en I'absence d’acyl-CoA il y a incor-
poration de malonyl CoA dans les acides gras. Une étude en fonction du pH montre
qu’avec le palmityl-CoA le maximum d’incorporation est & 6,6, avec le stéaryl & 7,3
et, en I'absence d’acyl-CoA, a 7,5. En faisant varier le temps d’incubation ou la
concentration en protéines I'allongement du stéaryl-CoA se fait a une vitesse beau-
coup plus lente que celui du palmityl CoA.

Dans les conditions opératoires on nc synthétise pas d’acides gras hydroxylés
et 10a 15 9, de 'activité se retrouvent dans les insaturés.
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La décarboxylation (°) des produits de la réaction donne :

‘TaBLEAU
Palmityl-CoA Stéaryl-CoA Acétyl-CoA
Malonyl- -- Malonyl- i Malonyl- -+ Malonyl-
Substrat CoA seul CoA CoA CoA
Unité C; ajoutée . 2,3 1,3 2,6 4

Par chromatographie ¢n phase gazeuse, en présence de palmityl-CoA on trouve
80 9, de I'activité au niveau du stéarate, en présence de stéaryl-CoA I'activité se situe
dans le palmitate et dans les acides gras a longue chaine.

DiscussioN ET concLusion. — L'allongement des acides gras de longueur
de chaine moyenne, mis en évidence dans les microsomes de foie de rat (), existe
aussi dans le cerveau de souris. Le palmityl CoA est allongé de deux atomes de
carbone comme le prouvent chromatographiec et décarboxylation. Le stéaryl-CoA
est allongé cn acide gras & longue chaine, mais ¢n méme temps il faut noter qu’il
existe parallelement une importante incorporation du malonyl dans le palmitate.
Celle-ci peut étre due soit au systéme de novo (*) qui n’est pas inhibé par le stéaryl-
CoA, soit a t'allongement des acides gras endogénes a chaine plus courte. Ceci
explique I'incorporation de malonyl-CoA en I'absence d'acyl-COA.

L’ensemble de ces résultats, particulicrement les courbes en fonction du pH
permet de postuler Vexistence de deux systemes d'allongement distincts dans les
microsomes : 'un donne de ['acidc stéarique, l'autre des acides gras a chaine plus
longue ; ces dernicrs pourraient éire synthétisés dans les microsomes de la matiére
blanche, lieu possible dc la formation de la membrane myélinique (°). Des études
sont en cours pour déterminer si la souris Quaking, déficiente en myéline, a une
perturbation dans le systéeme d'allongement de "acide stéarigue.
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BIOCHIMIE. — Etude des lipides cérébraux de la souris « Quaking » au cours
de la myélinisation. Note (*) de MM. Claude Jacque, Jean-Marie Bourre,
Mlles Paquita Moreno et Nicole Baumann, présentée par M. Jacques Tréfouél.

La souris « Quaking » est un mutant attzint d’'une maladie h3réditaire touchant la myélinisation
du systéme nerveux central. Au cours de la croissance de I’'animal les cérébrosides cérébraux augmen-
tent beaucoup plus lentement que chez le témoin pendant la méme période. Le cholestérol et les
phospholipides présentent une évolution identique chez la souris « Quaking » et chez le témoin.

Les souris « Quaking » sont atteintes d*une maladie héréditaire du systéme ner-
veux central dans laquelle la teneur en myéline est considérablement réduite. Au cours
d’études récentes sur les lipides cérébraux, chez le mutant adulte, nous avons montré
que les cérébrosides sont fortement diminuss [Baumann et coll. [(*), (*)]] ainsi que
les acides gras a longue chaine [Jacque et coll. (*)]. Les cérébrosides sont des lipides
caractéristiques de la myéline ; dans les cerveaux de souris [Folch-Pi (*)] et de rat
[Wells et Dittmer (°)], ils augmentent bien plus fortement que les autres lipides
au cours de la my¢élinisation. Afin de voir si, chez les souris « Quaking », il y aurait
un défaut d’élaboration de ces constituants essentiels de la myéline, nous avons
examiné I’évolution des proportions des lipides cérébraux au cours de la myélinisa-
tion. Ce processus de maturation cérébrale peut, chez la souris, étre suivi tout du long
du fait de son apparition tardive, post-natale.

Les dosages et les chromatographies sur couche mince des lipides cérébraux
ont été effectués comme il a été décrit antérieurement (!). Chaque analyse a été
pratiquée sur des lots de 10 souris. Les témoins étaient constitués d’hétérozygotes
et d’homozygotes de phinotype normal et de méme fratrie. Les examens n’ont pas
été effectués sur des souris « Quaking » de moins de 12 jours car avant.cet dge
il n’est pas possible de reconnaitre les homozygotes « Quaking ».

ANALYSE CHROMATOGRAPHIQUE DES LIPIDES CEREBRAUX. — Les cérébrosides
donnent normalement 2 taches ; chez la souris « Quaking » ces taches sont nettement
diminuées [(!), (*)]. L’étude en fonction de 1’Age montre qu’ils apparaissent chez
les témoins entre le 12¢ et le 15€ jour ( fig. 1). Avant cette date ils sont en quantité
trop faible pour pouvoir étre ditectés par chromatographie sur couche mince.
Les 2 taches, qui correspondent a la cérasine et a la phrénosine, semblent apparaitre
simultanément. Les sulfatides atteignent une quantité détectable au méme 4ge que
les cérébrosides et augmentent comme eux jusqu’au 25¢ jour. Les autres lipides
(cholestérol et glycérophosphatides) sont présents dés la naissance et ne¢ semblent
pas subir d’augmentation relative jusqu’a I'dge adulte. Chez la souris « Quaking »
(fig. 2) les cérébrosides apparaissent plus tard mais la tache correspondant a la
cérasine-n’atteint jamais le seuil de détection. La phrénosine est visible a I'dge de
21 jours. Les sulfatides ne sont pas détectables.

DOSAGES DES LIPIDES CEREBRAUX (tableau). — Chez les souris témoins le taux
des cérébrosides cérébraux augmente nettement au cours de la myélinisation entre




