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Summary. — The presence of fatty acids with 24 carbon atoms is revealed in the mouse
when myelination occurs. At birth, these constituents do not exist in notable quantities.
The cerebrosides containing them are detected later than medium chain cerebrosides.
This group of galactolipids does not appear in the Quaking mouse which is a myelin
deprived mutant. Long chain fatty acids would thus be necessary to a normal myelination

process.

Nous avons montré que chez les souris Quaking
[1, 2, 3], le déficit en nyéline se iraduit par une
diminution quantitative des lipides et protéolipides
cérébraux de type myélinigue, et par une dimi-
nution considérable d’un type de galactolipides :
ceux qui contiennent des acides gras a longue
chaine saturés et insaturés non hydroxylés. Ceux-
ci sont des constituants de la myéline normale [4].
On est dés lors en droit d’établir une corrélation
entre la paucité de la myéline et ’absence de ces
composés, d’autant que, de tous les constituants
lipidiques de la myéline, ce sont les seuls qui lui
soient spécifiques ; de plus la myéline est la seule
membrane a contenir des acides gras a longue
chaine en grande quantité [4] (dix fois plus que
les autres membranes) et 'on pense que ceux-ci
joueraient un grand réle dans la stabilité de cette
membrane [5].

La myéline en voie de formation est compa-
rable 4 la myéline Quaking [13] : les cérébrosides
sont présents mais contiennent moins d’acides
gras a longue chaine que chez P’adulte, d’ou
I’hypothése qu’au cours de la maturation du
systéme nerveux, les cérébrosides a chaine
moyenne apparaissent avant ceux a longue chaine,

Nous avons de ce fait étudi¢ la composition en
acides gras des lipides cérébraux afin de détecter
le moment d’apparition des acides gras a longue
chaine ; nous avons effectué la comparaison entre
souris apparemment normales et Quaking et
étudié la composition en acides gras des cérébro-
sides chez la souris normale au cours de la matu-
ration cérébrale.

MATERIEL.

Souris, Nous avons utilisé pour cette étude des
souris C57 Quaking que nous avons comparées a

des souris C57 homozygotes et hétérozygotes
apparemment normales, de notre élevage ; elles
étaient identiques a celles utilisées comme témoins
lors des études précédentes [1, 2, 3, 6, 11, 12].

Le 1°° jour apreés la naissance, il n’était pas
possible de détecter le caractére Quaking, donc
d’éliminer ces souris du lot des témoins, mais la
quantité importante de souris utilisée a cet
Age rendait cette « contamination » négligeable.
Hémispheres cérébraux, cervelet tronc cérébral,
étaient systématiquement prélevés chez des ani-
maux sacrifiés par élongation. La dissection était
facilitée par le fait de plonger quelques instants
la téte de I'animal dans ’azote liquide,

Extraction des lipides, Les lipides étaient
extraits selon ForcH [7] deux fois deux heures
a + 3°C aprés homogénéisation en présence de
20 ml par gramme de chloroforme - méthanol 2:1,

Les lipides totaux étaient débarrassés du
cholestérol avant méthylation des acides gras. Ces
techniques ont été préalablement décrites [2].

Purification des cérébrosides. Les cérébrosides
ont été purifiés par chromatographie sur colonne
aprés élimination des phospholipides par métha-
nolyse sélective selon la technique d’Hasra et
Rapin [8] modifiée [3]. Pour 40 a 100 mg de
lipides, on a utilisé des colonnes de 11 mm de
diametre interne contenant 4 g d’acide silicique
(Unisil 100-200 mesh). L’élution des esters méthy-
liques d’acides gras et du cholestérol s’est effec-
tuée par 75 ml de chloroforme, celle des cérébro-
sides par 125 ml d’un mélange de chloroforme-
méthanol 95:5.

Méthylation des acides gras. La technique
utilisée a été celle de MomrisoN et Smuta [9].
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Nous avons utilisé pour les cérébrosides celle qui
a été décrite pour la sphingomyéline.

Nous avons séparé les esters méthyliques
d’acides gras a-hydroxylés et non hydroxylés par
chromatographie sur couche mince selon une
teclinique précédemment décrite [2].

Chromatographie gazeuse, Nous avons utilisé
essentiellement des colonnes apolaires a 10 p. cent
de SE 52 sur Aeropak 100/120 avec lappareil
Aerograph HyFi 600 comportant une programma-

tion de température de 180-300° a raison de
2°/minute.

Les résultats, lorsqu’ils sont exprimés en mg/g
de cerveau, ont pu étre précisés du fait de
Padjonction d'un étalon interne avant méthyla-
tion (0,755 mg de tricosanoate de méthyle pour
10 mg de lipides),

RESULTATS.

— Composition en acides gras des lipides c¢éré-
braux en fonction de ldge.

Tous les acides gras cérébraux (fig. 1) augmen-
tent progressivement en fonction de 1’idge chez
les souris témoins. Il faut noter que l’acide pal-
mitique (C;;:0) a une concentration maximum 4a
15 jours et décroit progressivement. L’acide
stéarique augmente jusqu’au 25° jour puis décroit.
alors que P’acide oléique (Cy4:1) et les acides gras
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Fic. 1. — Evolution en fonction de 1’ige du contenu
en acides gras non hydroxylés des lipides totaux :
souris témoins.
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polyinsaturés a 20 (C,,:p) et 22 atomes de carbone
augmentent pour se stabiliser vers le 25° jour.

Chez les souris Quaking (fig. 2) il est intéressant
de constater que la plupart des acides gras
évoluent parallélement avec une concentration
maximum au 15¢ jour. L’augmentation des acides
gras a la période de myélinisation s’arréte préma-
turément au 15° jour. Quant aux acides gras a
24 atomes de carbone, ils apparaissent avec retard
puisqu’ils sont détectables le 8¢ jour chez la souris
témoin et seulement le 15° jour chez la « Qua-
king » ; ils ne subissent pas une augmentation
brutale du 15° au 20° jour a 'acmé de la myélini-
sation (fig. 3).

En conclusion, les acides gras a longue cliaine
sont caractéristiques de la période de myélinisa-
tion, Ils apparaissent avec retard par rapport aux
acides gras a 18 atomes de carbone. Leur absence,
chez la souris Quaking, souligne un blocage a une
période de la maturation myélinique dont les
stigmates biologiques se situeraient avant le
8¢ jour aprés la naissance, 1.’étude de cérébrosides
isolés semble confirmer ce fait.
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Fic. 2. — Evolution en fonction de I’age du contenu
en acides gras non hydroxylés des lipides totaux :
souris Quaking.

— Variations en fonction de Page de la compo-
sition en acides gras non o hydroxylés des céré-
brosides cérébraux,

Du 1°* jour apreés la naissance jusqu’au 20¢ jour,

le contenu en acides gras a chaine moyenne des
cérébrosides décroit progressivement (fig. 4). Les




Acides gras cérébraux des souris normales et quaking.

modifications sont particuliérement considérables
du 1" au 12° jour. Au contraire, les acides gras a
longue chaine qui représentent 80 p. cent des
acides gras a 20 jours ne représentent ue 12 p.
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Fi6. 3. — Evolution en fonction de I’Age du contenu
en acides gras 4 24 atomes de carbone.

cent a 1 jour. Il faut noter cependant que les céreé-
brosides preésents avant le 8¢ jour sont en quantité
minime [11], on obtient aprés purification des
cérébrosides, 1 mg de substance pour 500 mg de
lipides 4 1 jour. Seuls les acides gras 4 24 atomes
de carbone augmentent a partir du 12¢ jour, les
acides gras a 18 et 22 atomes de carbone conti-
nuent a diminuer progressivement. Les résultats
sont résumés dans le tableau I.

Ainsi, il existe deux populations de cérébro-
sides : celle contenant des acides gras a chaine
moyenne précédant celle contenant des acides
gras a longue chaine, spécifique de la myélinisa-
tion, Ceux-ci n’apparaissent qu’eu faible quantité
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chez la souris Quaking, puisqu’on peut a peine les
détecter chez P’adulte [3].

DISCUSSION.

Il ne faut pas méconnaitre que les études en
fonction de I’dge sont extrémement difficiles chez
les mammiféeres et (u’il est ardu de déterminer,
avec précision, la survenue en quantité détectable
d’un composé, En effet, les variations de poids a
un méme Aage sont considérables a Yintérieur
d’une méme portée, et d’une portée a une autre
chez la souris. Ainsi (Tab. II), a un 4ge aussi
crucial que le 15° jour aprés la naissance, les
différences de poids corporel peuvent se traduire
par une importante différence de poids de cer-
veau, Parmi les lipides, seul le pourcentage de
galactolipides varie considérablement, Nul doute
que dans la maturation du systéme nerveux, I’Age
ct le poids interviennent au méme titre. 11 est
donc nécessaire d’établir avec précision le poids
moyen pour un #ige donné et d’éliminer les
extrémes si I'on désire effectuer une étude en
fonction de Tage.
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F1a. 4. — Variation en fonction de 1’age de la compo-
sition en acides gras des cérébrosides cérébraux chez
la souris.

Une fois ces restrictions faites, on peut affirmer
que les acides gras a longue chaine sont un
marqueur de la myélinisation, au méme titre et

TaBLEAU 1.

Pourcentage relatif des acides gras non o-hydroxylés
des cérébrosides cérébraux.

. 1 jour 8 jours | 12 jours | 20 jours | 40 jours
Acides gras % % % % %

16 18,1 9,8 3,1 2,6 2,6
18:1 4 18:0 .. 67,8 35,7 25,4 14 14,3
20:0 ‘ 1,9 — 2,9 2,6 1,7
22:0 2,1 11,6 23,4 19 15,5
24:1 + 24;0 10,1 31,5 37,8 59,4 63,1
autres pics — 11,4 7,4 2,4 2,8
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peut-étre de maniére plus spécifique que les céré-
brosides eux-mémes,

Les cérébrosides 4 longue chaine surviennent
dans un deuxiéme temps par rapport a ceux a
chaine moyenne, Iis sont liés a4 1la phase de myéli-
nisation intense,

Ces études sont en accord avec les travaux
effectués [10, 14] chez P’homme [10] au cours
de la myélinisation. La souris a ’avantage de per-
mettre de suivre tout au long ce processus de ma-
turation cérébrale qui, contrairement a ce qui se
passe chez Phomme, se produit aprés la nais-
sance durant une trés courte période de la vie
de Panimal.

TaBLeEAU II.

Influence du poids corporel
sur les lipides cérébraux de la souris.

(Souris de 15 jours),

Lot de
petites souris

Lot de
grosses souris

Poids moyen (g)...... 5,3 7
Poids des cerveaux (g) 3,5 3,9
Lipides cérébraux (mg) 210 255
Cholestérol (*)........ 12,1 13,1
Phospholipides (*)..... 45 44
Galactolipides (*)...... i 3,8 5,3

(*) Exprimés en mg/g de cerveau.

1’apparition des acides gras a longue chaine.
spécifique de la myélinisation et bloquée chez les
Quaking, pourrait étre un des points cruciaux du
contréle du métabolisme myélinique.

11 semble en tout cas bien établi qu’il existe
dans les microsomes un systeme spécifique
d’allongement des acides gras a 24 atomes de
carbone, différent de celui donnant lieu a la
formation des acides gras a 18 atomes de
carbone [12],

Ce travail a pu étre effectué griace a des Conventions
de Recherche de I'LLN.S.ER.M. de la D.G.R.S.T. et de
la D.R.M.E.

RESUME.

Les acides gras & 24 atomes de carbone apparaissent
lors de la .myélinisation chez la souris. Ces consti-
tuants n’existent pas en quantité détectable & la nais-
sance. Les cérébrosides qui les contiennent sont détec-
tés plus tard que les cérébrosides 4 chaine moyenne.
Ce groupe de galactolipides n’apparait pas chez la
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souris Quaking, mutant déficient en myéline. Les
acides gras & chaine longue seraient nécessaires au
processus de myélinisation normale.

ZUSAMMENFASSUNG.

Bei der « Quaking »-Maus ist frither ein Defekt in
dem Gehalt an Fettsiuren mit langer Kette der
Gehirngalaktolipide festgestellt worden.

Diese Arbeit zeigt eine vergleichende Untersuchung
des Gehalts an Fettsduren des Gehirns wihrend des
Reifens in der « Quaking »- und Kontrolle-Maus.

Der Gehalt an Fettsiiuren mit mittlerer Kette nimmt
normalerweise von 8 Tagen bis zu 25 Tagen zu
und bleibt dann unverindert. Ein anderer Vorgang
wird fiir Palmitinsiure beobachtet. Der Gehalt an
Fettsdure mit langer Kette(C24) nimmt regelmissig von
Null (bei 5 Tagen) bis zum erwachsenen Alter zu, mit
einer Hauptzunahme zwischen 15 und 20 Tagen.

In der Quaking-Maus folgen alle Fettsiuren mit
mittlerer Kette einen #hnlichen Weg ; ihr Gehalt
nimmt vom 15. Tag bis zum 25. Tag ab und bleibt
dann unverindert. Die Fettsduren mit langer Kette
(LCFA) erscheinen vor dem 15. Tag nicht und nehmen
langsam bis zum erwachsenen Alter zu.

In isolierten Cerebrosiden von scbeinbar nermalen
Miusen nehmen nicht hydroxylierte Fettsiuren mit
langer kette(C24 und C22) zu, wihrend Fettsiuren mit
mittlerer Kette(C16 und C18) von der Geburt an bis
zum 20. Tag abnehmen und dann unverindert bleiben.

Es gibt zwei Gruppen von Cerebrosiden in Bezug
auf ihren Fett-Sauregehalt. Cerebroside, welche Fett-
siuren mit mittlerer Kette enthalten, sind von der
Geburt an vorhanden, wiahrend Cerebroside, welche
LCFA enthalten, spiter erscheinen, wenn die Myelini-
sation begonnen hat.
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