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Mice were given glucose-U-”C and acetate-1-'*

C and the radioactivity of triglyceride and phospholipid glycerol

and fatty acids was measured 30 sec, 3 or 30 min after the i.v. administration in liver microsomes and supernatant.
After the acetate administration the radioactivity of palmitic and stearic acids and that of their carboxy! carbons
was also measured. The repartition of the radioactivity was discussed in relation with the localization of fatty acid
synthesis. In agreement with our previous results it was suggested that the endoplasmic reticulum is the main site of

this synthesis.

1. Introduction

Plusieurs travaux récents de notre laboratoire
[1—4] ont apporté des arguments expérimentaux
permettant de suggérer que la plus grande partie des
acides gras synthétisés dans le foie de souris est élabo-
rée in vivo par un systéme enzymatique localisé dans
le réticulum endoplasmique et non dans le cytoplasme,
comme cela est généralement admis [5].En effet,
I'incorporation de divers précurseurs marqués au '*C
ou au *H est toujours plus forte dans la fraction
microsomale si leur administration précéde de peu le
sacrifice de ’animal, alors que plus tard on en
retrouve une plus grande proportion dans les acides
gras du surnageant. Une objection 4 I’encontre d’une
participation importante.des microsomes a la syn-
thése des acides gras, est que les acyl ACP seraient
élaborés par une acétyl-CoA carboxylase et une syn-
thétase cytoplasmique, puis qu’une estérification trés
rapide en phospholipides et en glycérides par des
enzymes fixées sur le réticulum endoplasmique per-
mettrait de les retrouver surtout dans les microsomes.
$’il en était ainsi, 'incorporation du glucose dans le
glycérol lipidique des microsomes devrait précéder
celle des acides gras si, comme on peut s’y attendre,
la synthese du glycérophosphate a partir du glucose
précéde celle des acides gras. Nous avons donc mesuré
4 2 temps différents I’incorporation de glucose-U-'*C
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dans le glycérol et les acides gras des phospholipides
et des triglycérides des microsomes et du surnageant
de foie de souris. En outre, I'incorporation de 1’acéta-
te-1-*C dans ces deux lipides, dans leurs acides pal-
mitique, stéarique et oléique, ainsi que dans les car-
boxyles de ces acides, nous a permis d’affirmer qu’in
vivo, comme in vitro [6] la synthése microsomale
n’est pas un simple mécanisme d’elongation.

L’incorporation du glucose est aussi hitive dans
les acides gras que dans le glycérol des lipides micro-
somaux, alors que dans les lipides du surnageant la
radioactivité du glucose apparait plus rapidement
dans le glycérol. Cette observation est difficilement
compatible avec une capture, par les éléments du
réticulum endoplasmique, des acides gras élaborés
par une enzyme cytoplasmique.

2. Matériel et méthodes

Les souris, normalement alimentées, recoivent en
injection intraveineuse du glucose-U-*C ou de
l'acétate-1-'*C. Elles sont exécutées aprés 30 sec, 3
ou 30 min. Le foie est homogénéisé dans 10 vol. de
saccharose 0,25 M et les mitochondries, les micro-
somes et le surnageant sont isolés d’aprés la technique
de Christ et Hulsman [7]. Les lipides sont alors ex-
traits au chloroforme—méthanol d’aprés Folch [8] et
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I’extrait total est chromatograpgié sur acide silicique
selon Fillerup et Mead [9] pour en isoler les fractions
phospholipide et triglycéride dont la radioactivité est
mesurée; aprés saponification, les acides gras sont
méthylés [10] et chromatographiés en phase gazeuse.
Aprés dilution les acides palmitique et stéarique sont
décarboxylés par la méthode de Schmidt [11,12]. Le
BaCOj; provenant des groupements carboxylés est
transféré dans une petite cupule suspendue dans un
flacon de 20 ml, fermé par un capuchon en caoutchouc,
et contenant du soluéne (Packard). Le CO, est déplacé
par HCl et receuilli dans 1 ml de soluéne auquel on
ajoute 15 ml de mélange scintillant. La radioactivité
du glycérol est calculée par la différence entre la radio-
activité des triglycérides et des phospholipides, d’une
part, et celle de leurs acides gras, d’autre part.

3. Résultats et discussion

Les tableaux 1 et 2 rassemblent les résultats princi-
paux. Trois minutes aprés I’injection du glucose-U-1*C,
la radioactivité présente dans le glycérol ou dans les
acides gras lipidiques est beaucoup plus faible qu’aprés
30 min. Cette différence est frappante pour les acides
gras du surnageant.

L’incorporation du glucose dans le glycérol des
‘phospholipides’ du surnageant est particuliérement
précoce. Elle est plus tardive pour les acides gras de la
méme fraction. Comme cette fraction contient les
acides phosphatidiques, cette observation parait
correspondre 4 la synthése d’acides phosphatidique
a partir de glycérol marqué, 4 un moment ou la
transformation du glucose-'*C en acides gras ne fait
que commencer.

Tout au début de la synthése des graisses, 3 min
aprés 'injection de glucose, la concentration de '*C
croit encore dans chacun des métabolites qui inter-
viennent ici. Les acides gras microsomaux contiennent
a ce moment 5,5 4 7,2 fois plus de 4¢ que ceux du sur-
nageant, alors que le glycérol qui les estérifie n’en
renferme que 1,1 4 3,1 fois plus. Puisque la synthese
du glycérophosphate a partir du glucose n’est pas en
retard sur celle des acides gras, il faut bien admettre
que ces derniers, incorporés plus précocement dans
les lipides microsomaux, ont été synthétisés sur place,
contrairement au glycérophosphate qui est d’origine
cytoplasmique. L’incorporation prépondérante du
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'4C dans les acides grasmicrosomaux ne peut donc
pas provenir d’une capture par le glycérol microsomal
d’acides gras synthétisés dans le cytoplasme. Aprés
30 min le '*C des acides gras microsomaux ne repré-
sente plus que 1,2 4 2,2 fois la quantité présente dans
le cytoplasme qui s’est enrichi en acides gras marqués,
au détriment de ceux que le réticulum endoplasmique
a synthétisés. La proportion relative de glycérol
marqué total ne subit que peu de variations entre 3 et
30 min. (La rapidité de 'incorporation du glycéro-
phosphate dans les phospholipides du surnageant
laisserait supposer que certaines estérifications pour-
raient se produire dans le cytoplasme.)

Le tableau 2 donne quelques renseignements sur la
composition des acides gras synthétisés dans les 3
principales fractions cellulaires. I s’agit de deux ex-
périences correspondant respectivement a I'incorpora-
tion de I’acétate-1-'*C pendant les 30 premiéres sec
(500 uCi) ou pendant les 3 premiéres min (50 uCi)
consécutives a I'injection du précurseur. On observe
une grande similitude dans la répartition de la radio-
activité totale dans les acides gras des triglycérides et
des phospholipides isolés du surnageant et des micro-
somes. La proportion du '*C présente dans le car-
boxyle des acides palmitique et stéarique est égale-
ment trés semblabe et permet d’affirmer que le
premier des deux acides se forme presque seulement
par une synthése de novo plutét que par élongation.
Ces observations ne sont guére explicables que par
une origine commune.

Les résultats de ces essais ne sont donc compatibles
ni avec une estérification microsomale assez précise
pour capter les acides gras synthétises dans le cyto-
plasme, ni avec l'existence de systémes enzymatiques
de synthése indépendants dans ces deux fractions. lis
s'accordent en revanche avec I’idée que la syntheése
des acides grasse produit de fagon prépondérante sur
le réticulum endoplasmique, ot seraient localisées les
enzymes présidant 4 ce phénomene. La localisation
de la synthétase d’acides gras dans le surnageant de
I’homogénat hépatique serait donc un artefact di a
I’homogénéisation et a la centrifugation qui entrai-
nent dans cette fraction la plus grande partie de la
synthétase, alors que les lipides que cette derniére
vient de synthétiser restent pour la plupart fixés aux
éléments du reticulum. Un travail de notre Départe-
ment, publié conjointement [13] démontre dailleurs
sans équivoque la présence de la synthétase dans la
fraction microsomale.
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