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BIOCHIMIE. — Biosynthése des acides gras dans les microsomes de cerveau de
souris normale et Quaking. Note (*) de MM. Jean-Marie Bourre, Serge Pollet,
Mties Qdile Daudu et Nicole Baumann, présentée par M. Etienne Wolff.

Il existe deux sys:émes fournissant des acides gras a longue chaine : I'un donne de I’acide paimi-
tique, I'autre, a partir du stéaryl-CoA, donne des acides gras 4 longue chaine. Ce dernier est perturbé
chez la souris Quaking.

Le mutant Quaking se caractérise par un défaut de myélinisation du systéme
nerveux central, se traduisant par une diminution des lipides et protéolipides myéli-
niques speécifiques, cérébrosides et sulfatides, Ceux-ci contiennent des acides gras
a longue chaine, principalement de I'acide lignocérique. Les acides gras a longue
chaine sont formés dans les microsomes [('), (*)] ou les mitochondries (*). Les micro-
somes cérébraux pouvant étre le lieu de synthése de la membrane myélinique (%),
I’étude de la formation dcs acides gras a longue chaine dans ces particules a été
entreprise, mettant en évidence 'existence de dcux systémes distincts d’allongement ;
I'un, a partir du palmityl-CoA, donne principalement du stéaryl-CoA ; lautre
transforme ce stéaryl-CoA en chaine plus longue (?). La diminution de I’acide
lignocérique chez la souris Quaking peut donc étre due a un défaut enzymatique en
rapport avec ce deuxiéme systeme.

MATERIEL, ET METHODES. — Les souris Quaking sont comparées aux souris de
mémes portées apparemment normales (hétérozygotes pour le caractére Quaking
et homozygotes normales).

Les microsomes de cerveau de souris de 18 jours, période d’active myélinisation,
sont préparés selon la technique habituelle (*). Leur pureté est vérifiée par micro-
scopie électronique et par dosage des enzymes « marqueurs » (absence d’enzymes
mitochondriales et solubles). Les protéines sont dosées par la méthode de Lowry (°).
Une purification peut étre effectuée par une coupe au sulfate d’ammonium a 25 9
de saturation en sulfate.

Les milieux d’incubation sont constitués par : Acyl-CoA 50 nM, Malonyl-
CoA 1-3 '*C (2 mC/mM) 50 nM, NADPH 500 nM, tampon phosphate de K 0,1 M
pH 6.9, saccharose 0,32 M, NaCl 0,9 9 : q. s. p. | ml Acyl-CoA ou Malonyl-CoA
peuvent €tre tour a tour radioactifs. L’incubation, faite & 37° pendant 30 mn, est
arrétée par 0,5 ml de potasse méthanolique a 15 9. L’incubat est hydrolysé a 100v
peridant 30 mn. Apreés acidification, 'extraction des acides gras se fait par 2 fois 5 ml
d’éther de pétrole. Les produits radioactifs sont détectés par un compteur a scintilla-
tion liquide. : .

Enfin, Pextrait est éventuellement méthylé selon la technique de Morrisson et
Smith (°) et les esters d’acides gras obtenus sont chromatographiés sur colonne de
silicone avec comptage automatique de la radioactivité de I'éluat (®).



(2)
RESULTATS. — La figure 1 montre que la quantité totale de malonyl-CoA
incorporée dans les acides gras est moindre chez la souris Quaking, sans présenter
toutefois de¢ différences notables.
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Fig. |. — Comparaison de Pactivité d'allongement dans la fraction 0-25 9; de saturation

en (NH()2S04 des microsomes chez la souris normale (T) et Quaking (Qk)
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Fig. 2. --- Activités enzymatiques d'allongement en fonction de la concentration
en acyl-CoA comparées chez la souris normale (T) et Quaking (Qk)

En faisant varier les concentrations en acyl-CoA, on voit d’une part que l'exis-
tence d'un comportement différent du patmityl-CoA et du stéaryl-CoA chez la souris
apparemment normale est confirmé ; d’autre part que le palmityl-CoA est identique-
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ment allongé chez les souris témoins et Quaking. Par contre, 'allongement du stéaryl
CoA est beaucoup plus rapidement inhibé par un excés de substrat chez la Quaking
(fig. 2).
Le tableau ci-dessous permet de voir que le stéaryl CoA 1 '*C n’est pratiquenient
" pas allongé par le malonyl-CoA au-deld de 20 atomes de carbone (90 9, de I'activité
d’allongement se trouvent a ce niveau). Le palmityl-CoA 1 '*C est normalement
additionn¢ dc¢ deux atomes. Le rendement de I'allongement, p calculé cn prenant
Pactivité de I'acyl-CoA radioactif comme référence, est le méme chez les souris
normales et inutantes. '

TABLEAU

Allongement dans les microsomes de cerveaux de souris normales (T) et Quaking (Qk)

Cisyou -+ Caz +
Longueurdechaine . ......................... Cis Cis Cuo Caoq0H Cas p
N % % % % %
Substrats :
T 69 21 10 — — —
- 14
Malonyl-CoA 1€ o 47 46 7 — — —
Palmityl-CoA -- Malonyl-CoA 14C { gk' Tt g 5 ;Z s ;5 ;]5 5_ -
T oo - 5 \ ) 2
Palmityl-CoA 4C -+ Malonyl-CoA { ék o 997 :; (())57 :); !
Stéaryl-CoA + Malonyl-CoA 14C { ék """" :122 3 :;3 22 ! ‘1)7 tlrice :
........ — — ,5 1 2,3
Stéaryl-CoA 14C -+ Malonyl-CoA : -(gk B B ;gs lg 3 :)2 N

En présence de malonyl-CoA [-3 '*C seul, chez la souris Quaking il y a accumu-
lation au niveau de P'acide stéarique ; on obtient un profil différent de celui observe
chez les témoins puisqu’on trouve 46 % de Vactivité au lieu de 21 9. En ajoutant
le palmityl-CoA au malonyl-CoA radioactif. §6 ¢, de I'activité sont dans I'acide
stéarique ; en ajoutant du stéaryl-CoA le profil n'cst pratiquement pas changé au
niveau des chaines moyenncs, 1} y a cependant unc faible formation de longues
chaines.

DiscussioN. — L’étude des acides gras des cerveaux de souris normales et
mutantes montre que, chez la souris Quaking, la quantité d’acide stéarique est
normale alors qu'au-dela il y a une nette diminution. Les acides stéarique ¢t palmi-
tique ayant des vitesses de renouvellement semblables et le systéme de novo fournis-

“sant principalement de ’acide palmitique, il est possible de prévoir deux systémes
d’allongement distincts. Les systémes, mis en évidence chez la souris normale [(?),
(M)] se trouvent donc dinsi confirmés par le fait que Pallongement du stéaryl-CoA
est perturbé chez la souris Quaking, et lui uniquement.

Chez le mutant, en présence de malonyl-CoA tout seul, il y a une accumulation
d’acide stéarique qui peut étre due a I'absence d’allongement ultérieur par lc deu-
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xiéme systéme. De plus, la diminution de I’acide palmitique au profit de I'acide
stéarique pourrait aussi indiquer que I'allongement de I’acide palmitique endogene
est plus actif chez le mutant que chez la souris normale ; mais cela se traduit néan-
moins par une quantité d’acide stéarique normale dans les lipides totaux cérébraux.
Que I'on utilise comme substrat du malonyl radioactif seul ou qu’on lui adjoigne du
stéaryl-CoA, on ne modifie que peu le profil d’acides gras au niveau des chaines
moyennes ; par contre, si chez les témoins le stéaryl-CoA est normalement allongé
en longue chaine, chez les mutants I’'allongement ne dépasse pratiquement pas le C,,.

Le palmityl-CoA, chez les témoins et chez les Quaking, facilite I'allongement des
acides gras endogénes, d’ou une légére activité dans les acides gras a longue chaine.

Sur la figure 1 I'incorporation du malonyl-CoA est sensiblement comparable chez
les témoins et chez les Quaking ; la différence se situe dans la nature des produits
formés.

Les deux systémes d’allongement existent donc chez la souris Quaking, mais le
deuxiéme est diminué. Des études préliminaires scmblent montrer que la quantité
d’enzyme présente serait trés abaissée chez la souris Quaking.

(*) Séance du 2 aoit 1971.
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