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The incorporations of 2,3-1%succinate 2-14Gacetate into fatty acids of different cellular fractions of rat liver 
were studied. Acetate was incorporated mainly into supernatant and succinate into microsomal fatty acids. Mite 
chondria only could Intensively decarboxylate pyruvate. Avidine inhibited fatty acid synthesis from succinate mainly 
in the supematant. It is suggested that succinate is an important physiological precursor of fatty acids in the liver 
and that an active succinodehydrogenase is present in microsomes. 

1. Introduction 

Des travaux recents ont demontrb que le succinate 
constitue une excellente source d’hydrogene pour la 
synthese des acides gras hepatiques in vivo [ 1,2] mais 
les modalites de son incorporation sont totalement in- 
connues. 11 est ainsi difficile d’admettre que la succino- 
deshydrogenase soit exclusivement mitochondriale 
[3] , alors que la synthese des acides gras predomine in 
vivo dans les microsomes [4]. C’est pourquoi nous 
avons voulu comparer l’incorporation de succinate-2, 
3-14C dans les acides gras des differentes fractions cel- 
lulaires de foie de rat in vitro afm de nous assurer 
qu’aucune succinoddshydrogenase n’existait dans les 
microsomes. L’utilisation de succinate marque au car- 
bone nous a 6tB dictee par le souci d’eviter toute cause 
d’erreur relative a l’utilisation des precurseurs trities 
qui sont I’objet de nombreuses reactions d’echange 
mdme in vitro. L’incorporation de succinate-2,3-l% 
dans les acides gras necessitant comme premiere Btape 
une d&hydrogenation, ce precurseur pouviat Qtre ad- 
vantageusement substitue au succinate-2,3-31$. Theo- 
riquement, en effet, il devait rejoindre “ie pool” a&y1 
CoA apres transformations successives en oxaloacdtate, 

pyruvate puis decarboxylation de ce dernier. Ceci nous 
conduisit a Studier parallelelement I’activite “puryvate 
decarboxylante” de chaque fraction cellulaire. Finale- 
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ment nous avons recherche quelle Btait l’action de 
l’avidine sur la synthese des acides gras Lpartir de suc- 
cinate-2,3-14C. 

Nous avons constate que le succinate, contrairement 
a l’acetate, s’incorporait preferentiellement dans les 
microsomes temoignant ainsi de l’existence d’une suc- 
cinod&hydrog&rase active dans ces particules. En 
outre la faible capacite des microsomes a decarboxyler 
le pyruvate, de meme que la faible inhibition exercee 
par l’avidine en prdsence de ces particules nous inci- 
tent a suggerer que le succinate emprunte pour se 
transformer en acides gras la voie suivante: succinate + 
fumarate + malate + oxaloacetate. Ce dernier subit 
une decarboxylation oxydative qui le conduit directe- 
ment au malonyl CoA sans passer par l’acetyl CoA. 

2. Parti expkhuentale 

Des foies de rat sont homog6ndises dans 8 volumes 
de saccharose 0,25 M puis les fractions cellulaires se- 
parees par centrifugations successives (10 mm a 800 g; 
10 min a 17.5OOg; 60 min a 105.000 g) pour &miner 
les noyaux et debris cellulaires, pour obtenir les mito- 
chondries, et enfin pour dparer les microsomes du 
surnageant. Toutes ces operations sont effect&es entre 
0 et 4’C. Les proteines sont dodes selon la technique 
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de Jacobi et toll. [S] modifide par addition de des- 
oxycholate [6] . Une quantite Bgale de chaque fraction, 
calculee pour donner toujours une concentration en 
proteines comprise entre 1 mg et 1,5 mg est introduite 
dans un milieu renfermant, pour 2 ml: CO,HK: 10 pM; 
ATP: 40 pM; cysteine: 30 pM; C&Mg, 6H20: 70 @I; 
citrate de Na: 75 E.IM; C&Mn, 4H20: 1 /.&I. Coenzymes 
d’oxydoreduction: NAD ou NADP: 1 PM ou encore 
aucun coenzyme. Les precurseurs radioactifs sont dilub 
par 1 m du meme compose non radioactif. Aprbs 1 h 

30 min l’incubation est stoppee par addition de KOH 
alcoolique. Une saponification de 4 h precede l’ex- 
traction des acides gras succedant elle-meme a l’eli- 
mination de l’insaponifiable. Un “washing-out” 51 l’aide 
des precurseurs non radioactifs est effectue puis la radio 
activite des acides gras mesuree par scintillation liquide 

PI. 
La decarboxylation du pyruvate-1-14C s’effectue 

dam un milieu d’incubation analogue, mais un dispo- 
sitif special (cupules en plastique renfermant du solu- 
Bne Packard) permet de recueillir le 14C!4 dCgagC. Le 
soluene est recueilli et compte dans le m6me melange 
scintillant que celui utilid pour les acides gras. L’ad- 
dition de succinate ou citrate ne change pas les propor- 

tions trouvees darts chaque fraction lorsque l’on com- 
pare les incorporations de succinate-2,3-14C et d’ace- 
tate-2-14C. La purete de nos fractions a CtC controlee 
au microscope Clectronique (Institut d’Histologie de 
1’UniversitC de Geneve). 

3. RCultats et discussion 

3.1. Incorporation de succinate 2,3-14C dans les acides 
gras des diffiren tes @-actions cellulaires de foie 
(cf: tableau) 

Alors que l’adtate s’incorpore beaucoup plus inten- 
sement dans le surnageant, conformement aux resul- 
tats trouves par Wakil [7] et tres peu dans les micro- 
somes, le succinate s’incorpore tres bien dans ces par- 
ticules, parfois m&me mieux que dans les mitochon- 
dries. Ceci sousentend done l’existence dune succino- 
deshydrogenase active dans les microsomes. La presence 
de cet enzyme dans les microsomes a Bgalement BtB 
suspectee par d’autres auteurs [8] . Pour confirmer cette 
interpretation nous avons 6tudiC la decarboxylation du 
pyruvate-1-14C dam les differentes fractions. On con- 
state que seules les mitochondries sont capables de de- 

Tableau 
Incorporation d’acetate-2-14C et de succinate-2,3-14C2 darts les acides gras des differentes fractions celhdaires de foie de rat in vitro. 
Les rtkultats sont exprimis en cpm/mg de proteines pour 10 PCi de chaque precurseur (S = &cart standard). Les valeurs entre crochets 

correspondent au rapport des activites specifiques par rapport i celles du surnageant. 

Acetate-2-14C Succinate-2,3J4C 

No. 
Sumageant Mitochondries Microsomes 

No. 
exp. 

Surnageant Mitochondries Microsomes 
exp. 

NAD 6 1504 
(S = 293) 

111 

NADP 7 1770 
(S = 444) 

111 

0 coenzyme 5 
ox&d. 

913 
(S = 251) 

111 

637 296 5 222 503 1112 
(S = 379) (S = 117) (S = 38) (S = 115) (S = 347) 

[0,451 10,141 [II 12,181 15,041 
[S = 0,211 [S = 0,111 [S = 0,141 [S = 0,181 

505 
(S = 133) 

]0,321 
[S = 0,061 

274 5 230 
(S = 81) (S = 59) 

[0,131 [II 
[S = 0,041 

569 
(S = 156) 

[2,221 
[S = O,OS] 

963 
(S = 274) 

[4,481 
[S = 0,111 

571 81 5 109 534 
(S = 197) (S = 77) (S = 31) (S = 46) 

[0,641 lo,111 111 [4,781 
[S = 0,161 [S = 0,037] [S = 0,111 

796 
(S = 433) 

17,461 
1s = 0,101 
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carboxyler activement le pyruvate. I1 est donic peu pro- 
bable que l’activitd succinodr?shydrogenasique constat& 
dans les microsomes soit due B une contamination B 
partir de l’enzyme mitochondrial. Car on ne voit pas 
en effet pourquoi seule la succinod6shydrogCnase mito- 
chrondriale aurait 6tB lib&e et non la pyruvate d&r- 
boxylase, enzyme egalement mitochondrial. Ces resul- 
tats nous incitent a penser que dans les microsomes le 
succinate ne passe pas obhgatoirement par le pyruvate 
et de ce fait par l’acetyl CoA pour se transformer en 
acides gras. Pour preciser ce point nous avons controle: 

3.2. L ‘effet de l’avidine SW Sincorporation de succi- 
nate-2,3-14C dam les acides gras 

L’avidine inhibe la transformation de l’acetyl CoA 
en malonyl CoA. Elle aurait done dti reduire notable- 
ment l’incorporation du succinate dans les acides gras 
si ce dernier rejoignait l’acetyl CoA. Le fait que la 
synthese des acides gras est beaucoup moins inhibee 
dans les microsomes (27%) que dans le surnageant 
(83,4%) nous fait fortement douter de cette possibilite. 
L’absence totale d’inhibition dans les mitochondries 
con&me les resultats trouves par d’autres auteurs [9]. 
En accord avec nos r&rltats, Abraham et ~011. [lo] 
ont montre que les microsomes de foie de rat Btaient 
incapables de convertir l’acetate et l’acbtyl CoA en 
acides gras mais utilisaient bien le malonyl CoA. Pour 
expliquer l’ensemble de nos rdsultats nous proposons 
la sequence de reactions suivantes: 

Le succinate se deshydrogene darts les microsomes 
errfumarate puis en oxaloacetate. A ce moment, l’oxalo- 
acetate au lieu de se transformer en pyruvate, a&y1 
CoA (voie qui semble predominer surtout dans les 
mitochondries) subit une decarboxylation oxydative 
qui le conduit directement au malonyl CoA. La pos- 
sibilite dune decarboxylation oxydative de l’oxaloace- 
tate a bte Bvoquee par Kallen et Lowenstein [ 191 mais 
passe pour dtre accessoire. Cette voie aurait l’avantage 
de supprimer le probleme pose par le transport de 
l’acetyl CoA hors des mitochondries d’autant plus que 
l’enzyme clivant le citrate semble tres peu actif in viva 
[ 121. On peut effet admettre que le pyruvate issu du 
glucose peut se carboxyler directement dans le cyto- 
plasme et que l’oxaloacetate ainsi form6 se decarboxyle 
en malonyl CoA. Une autre possibilite serait que mdme 
la fraction du pyruvate destinee Q la synthese des 
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acides gras penetre dam les mitochondries, se conver- 
tisse en fumarate et succinate qui diffuseraient dam le 
cytoplasme et suivraient la voie indiquee cidessus. 

Ces resultats confirment une fois de plus que la 
synthese des acides gras a pour siege principal les mi- 
crosomes, et ce, mdme in vitro, pour autant que l’on 
mette ces particules en prknce dun precurseur ap- 
proprie. 

In vivo les metabolites du glucose devraient peut- 
dtre passer par les mitochondries ou le cytoplasme 
pour pouvoir rejoindre l’etape oxaloacetate. 

Nous suggerons en conclusion: 1. que l’activite 
succino-deshydrogenasique des microsomes, contraire- 
ment ?I ce qui est gkntkalement admis, est loin d’etre 
negligeable. 2. que le succinate emprunte pour s’incor- 
porer dans les acides gras une voie qui ne passe ni par 
le pyruvate ni par l’acetyl CoA mais rejoint directement 
le malonyl CoA. 

Les acides dicarboxyliques a 4 carbones constitue- 
raient ainsi non seulement les transporteurs des pre- 
curseurs cytoplasmiques indispensables il la neogluco- 
genese mais aussi a la synthese des acides gras hepa- 
tiques. 

Ce travail a et6 execute grace a une subvention 
du Fonds National Suisse de la Recherche Scienti- 
fique, Berne. 
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