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Des souris ont 6tC tuees 3 ou 30 ininutc~s aprPs injection intral-eineuse d’adtate- 

Dam les lipidcs totaus, la moyennc des rapports de l’activite spkcifiquc dcs acides 
saturCs h cclle d ~ s  acides non saturCs est de 4,84 apri..; 3 minutes et de 3,88 apr6-s 
30 minutes. 

On en dCduit qu’une partie srulemcnt des acides monoktheniques \e forme 5 partir 
des acides saturks corre5pondants. 
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55. Recherches sur la synthkse des graisses i?t partir 
d’acktate ou de glucose 

VIII. Les mkcanismes d’klongation des acides gras saturks 
supbrieurs 6tudibs chez la Souris in uiuo 

par Victor Handwerck e t  Pierre Favarger 
(16 159)  

Les diffbrentt 5 enzymes qui sont nkcessaircs A la synthbe des acides gras d’apr&s 
le schema de LYNEN interviennent chacune plusieurs fois. Leur organisation fonction- 
nelle doit &re d’unc prkcision cxtreme pour permettre l’daboration simultanCe ou 
successive des principaux acides dans les tissus animaus. Cette organisation n’est 
certainement pas identique dans la glandc mammaire, par exemple, et  dans les autres 
tissus, puisque la composition du mClange d’acides gras n’est pas du tout la meme. 
Dans l’ensemble des travaux consacrbs A l‘Ctude de la formation des acides g a s  sa- 
turCs a partir d’acktate marque, on reEve quelques rbsultats qui suggerent l’inter- 
vention de plusieurs inGcanismes de syntldw. 
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Nous avons abordC l’btude de ce problkme en comparant chez la Souris les activi- 
tCs spkifiques des trois principaux acides gras saturCs (myristique, palmitique et 
stCarique) 3 et 30 minutes aprks l’administration intraveineuse d’acCtate-[l-14C], et 
en mesurant la proportion d’isotope prCsente dans le carboxyle de chacun d’eux. 

Par ce moyen il devait Ctre possible de complCter et de prCciser l’image statique 
de la synthhse obtenue par DAUBEN et a1.l) au moyen d’une seule mesure faite 4 h 
aprks administration d’adtate, et de donner, par l’emploi d’intervalles de temps plus 
courts, une reprbsentation plus fidble et plus dynamique des mCcanismes de synthbse 
instantads. 

Partie exp6rimentale. - S&e de souvis -4: Ueux groupcs de 2 souris mlles chacun, 
pesant de 24 Q 27 g, ont B t B  privBs de nourrituse pendant 8 h, puis renourris avec 1,s g de pain 
une demi-heure avant I’expBrience. 

Elles ont r e p  une injection d’acbtatc-[I J4C] (en solution isotonique) dans unc veine cau- 
dale e t  ont Ct6 tubes aprBs 3 ou 30 min par section de la nuque. On a feudu leur paroi abdominale 
pour acc6lBrer la fixation, cffcctuCe inim6diatemcnt dans l’alcool bouillant. 

Aprk saponification de l’animal entier (4 h Q reflux dans un melange eau-alcool 1 :2 contc- 
nant 207; de KOH), dilution par H,O, extraction de l’insaponifiable par 1’6ther de pBtrole, puis 
acidification, les acides gras ont Bt6 extraits par 1’6ther de pBtrolc. L’cxtrait a BtB lave dcux fois 
par de l’eau additionnee de 5% d’ac6tate de Na, puis deux fois Q I’eau distillee, e t  enfin BvaporB 

Afin de faciliter la separation chromatographique de l’acide myristique, on a ajoutC 80 mg 
d’acide myristique inactif, aux acides p a s  totaux de chnque souris (poids: de 1,380 B 1,460 g ) .  
Ceux-ci ont BtB ensuite fractionnbs dans un volume total d’alcool correspondant B 100 ml par 1 g 
d’acides. par adjonction de la moitiB de leur poids d’acCtate de Pb, Q l’dbullition. Aprh repos 
d’au moins 3 h Q 16” et centrifugation, la solution des acides liquides a Bt6 soumise A un ((washing 
outa par adjonction. B l’kbullition, d’acide palmitique, puis d’acktate de Pb dissous dam un peu 
d’alcool e t  en quantites Bgales au du poids du melange initial dcs acides,). A4prBs repos d’au 
moins 3 h Q 16” et centrifugation, le prBcipit6 a 6th rejet6. 

Les savons de P b  des acides solides s6parBs lors de la premiBre prCcipitation ont Bt6 Cgalement 
soumis Q un ((washing-outr par Bbullition dans un volume d’alcool Bgal au volume initial auquel 
a Bt6 ajoutB 400 mg d’acide olkique. Aprb  rcpos Q 16” et  centrifugation, le liquide a BttS rejet6. 

Les acides solides c t  les acides liquides ont BtB  libBr6s par acidification au moyen d‘acide 
nitrique dilu6, extraits Q 1’6ther de p6trole. e t  les extraits lav6s Q l’eau distillCe. L’Bther de pCtrole 
a B t B  Bvapor6 sous CO,. 

Les acides solides ont 6t6 fractionnes en acide myristique, palmitique et stCarique par chro- 
matographie d’aprBs HOWARD & MARTIN3).  

Apr&s lavagcs rBp6tBs de chaque fraction Q l’eau distillee pour Bliminer toute trace de l’in- 
dicateur (bleu de broniothymol), la mesurc de l’indice d’iode a pcrmis de tenir compte, pour les 
calculs de 1’activitC spCcifique, de la presence d’acide olCique inactif provenant du swashing out 1). 

Les acides s6parBs ont CtB d6carboxylBs par la reaction de S C H M I D T ~ ) ,  a p r h  dilution par le mbme 
acide inactif. 

Les acides gras e t  le BaCO, provenant de leur d6carboxylation sont d6posCs en couche mince 
dans des cupules d’aluminium. et leur activitB est mesuree au moyen d’un compteur Q gaz sans 
fenbtre. Les acides solides sont prkalablement dilu6s par de l’acide ol6ique pour assurer le d6p6t 
d’unc couche r6gulikre. Les activit6s specifiques sont rapportees Q une couche infiniment mince. 

Sdrie de s o u ~ z s  B. Pour celles-ci nous n’avons pas ajout6 d’acide myristique inactif avant le 
fractionnement; la faible quantit6 de cet acide pr6sente dans le melange nature1 n’a pu 6tre ob- 
tenue Q 1’Btat suffisamment pur pour Btre dCcarboxyl6e utilement. 

sous co,. 

1) W. G. DAUBEX, E. HOERGER & J. W. PETERSEN, J. Amer. chem. SOC. 75, 2347 (1953). 
2) R. SCHOENHEIMER & D. RITTENBERG. J.  biol. Chemistry 113, 505 (1936). 
s, G. A. HOWARD & A.  J. P. MARTIN, Biochem. J. 46, 532 (1950). 
4) J. F. MEAD, G. STEINBERG & D. K. HOWTON, J.  bid. Chemistry 205,683 (1953) ; R. BLOY- 

STRAND, Acta chem. scand. 8,1487 (1954). 
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RBsultats. - La mCthode des savons de Pb, comme toutes les autres mCthodes 
par prhcipitation, ne permet pas de sCparer complctement les acides solides des acides 
liquides. Des essais prCliminaires au moyen d’acides marquCs5) ont montrC que, dans 
nos conditions expCrimentales de prCcipitation, la sCparation des acides solides en- 
traine une perte qui est de 45% pour l’acide myristique, de 25% pour l’acide palmi- 
tique et de 16% pour I’acide stCarique. 

Nous avons tenu compte du facteur nCcessaire dans le calcul de I’activitC spCci- 
fique rCelle de l’acide myristique, puisque la dilution de celui-ci a eu lieu avant cette 
sCparation. 

Les tableaux 1 et 2 permettent de comparer les activitCs spCcifiques de chacun des 
acides saturCs et de l’ensemble des acides liquides, ainsi que la rCpartition de la radio- 
activitC. 

Tableau 1. -4 ctiuit ts  sptcifiques des acides gras 
exprimges en c.p.m./mg e t  corrigCes pour tenir comptc dcs dilutions. Ixlles reprekentent donc les 
activitCs specifiques rPelles et  non pas celles qui sont lues sur le compteur. 1,cs souris ont r c p  
100 millions de c.p.m. d’acidc ac&tiq~ie-:l-’~C] (pour les souris de la sCrie A) e t  18 millions (pour 

la sdrie R) 

SCrie 1 S o  dc I .4S acidcs 
l’animal liquides 

.?I 

3 min A 
I3 
A 

30 min A 
B 

I 1.645 
2 

11-14 

3 
4 

15-18 

2.710 
2.690 

8.250 6 3 
3.680 I 

8.850 
9.100 
- 

1.170 

755 

L’activitC spkcifique de l’acide myristique ne reprCsente que le 60% environ de 
celle du palmitique et ne parait pas augmenter au cours du temps. L’activitC spCci- 
fique observCe pour l’acide stCarique, en revanche, se rapproche avec le temps de celle 
de I’acide palmitique, puisqu’elle en reprCsente le 79% 8. 3 minutes et le 92% environ 
8. 30 minutes. I1 faut souligner la diffCrence de ces valeurs avec celles trouvCes par 
POPJAK~) apr& une synthhe de plusieurs heures dans la glande mammaire; I’activitC 
spCcifique de l’acide myristique y devient alors presque aussi forte que celle de l’acide 
palmitique, mais celle des acides non saturCs demeure beaucoup plus faible. On cons- 
tate donc une fois de plus le caractere particulier du mCtabolisrne de la glande mam- 
maire. 

En ce qui cmcerne 1’activitC spCcifique du carboxyle, il est instructif de rappro- 
cher nos valeurs de celles de DAUBEN et a1.l) qui n’avaient CtudiC, dans des condi- 
tions analogues, que I’acide palmitique et l’acide stdarique, mais apres une durCe 
unique de 4 heures. Nous avons suivi la mkthode de calcul de ces auteurs. 

Pour l’acide stCarique, cette activitk, qui reprbscntc le 36,2yo du total 8.3 minutes, 
s’Cl&ve h 19,6% aprk  30 minutes (diffCrcnce significative) ; elk attcint, selon DAUBEN, 
297” apr6.s 4 hcurcs. I1 cst donc certain que le carboxyle contient dans tous les cas 
une activitC bicn supCricure au l / B  (valeur theoriquc) de celle de toute la molCcule. 

6) P. FAVARGER Lk J. GERLACH, I-\rch. Sci. 11, 539 (1958). 
fi) G .  P O P J ~ K ,  T. H. FRENCH, G. 1). HuivrER & A .  J .  1’. M A R T I N ,  Biocheni. J .  48, 612 (1951). 
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Tableau 2. Rtpartition de Z’activitt dans la moltcule des acides saturts 

511 

I. Activitks spCcifiques du RaCO, provenant respectivement de la combustion de la molticule 
entiere ou de la dkarboxylation de chaque acide (en c.y.m./mg de BaCO,). 
auparavant, chaque acide avait subi une dilution diffkrente e t  arbitraire (deux dilutions pour 
l’acide myristique) ; les valeurs des activitds specifiques du tableau 2 sont donc sans rapport 
constant avec celles du tableau 1. 

11. Activitd du carboxyle en yo de I’activit6 totale. La prEcision des mesures est de f 8% pour 
I’acide myristique, 77’” pour les deux autres. 

Carbo- 
xyle 

51,9 
36,3 
- 

A I 1  

MolCcule 
entiere 

333 
220 

67,5 B l 2  11-14 
3 min A 

30 min A 

3 min A 

30 min A 

Ac. myristique -4c. palmitique Ac. stkarique 

Moldcule 
e n t i h  

28, l  
16,7 
- 

17,3 
19,s 
- 

35,o 262 
43.9 1 162 
- 4 3 3  

I 

507 95,O 
91,6 
41.5 

10.8 
10S 1 
11.7 

Carbo- 
xyle 

377 
117 
188 

342 
317 
159 

15,3 
17,O 
18,O 

20,0 
19.2 
21.4 

Pour l’acide palmitique, ce pourcentage d’activitb demeure constant, dans la 
limite de prCcision des mesures, tant A 3 ou 30 minutes qu’aprb 4 heures. La valeur 
moyenne reprksente un peu moins du (valeur thborique) de 1’activitC totalc de la 
molCcule, ce qui fait supposer que les atomes de C pairs contiennent chacun 1 A 2% 
de la radioactivitb introduite 1) dans cette position par un mCcanisme complexe faisant 
peutdtre intcrvenir l’interconversion des oses. 

Pour l’acide myristique enfin, que n’ont pas mesurk DAUBEN et al., nous trouvons 
14,4 et 15,3% d’activitd dans le carboxyle A 3 et 30 minutes respectivement. La d i f f C -  
rence n’est pas significative et nous pouvons considkrer ce pourcentage comme constant. 
Dans ce cas Cgalement, ces valeurs sont tr6svoisines du ‘1, thkorique del’activitb totale. 

Discussion e t  conclusions. - Pour interprkter les rCsultats obtenus, il est n6- 
cessaire de prCciser la nature des mCcanismes de synth6se possibles. I1 n’est pas ques- 
tion de mettre en doute le schema de LYNEN, mais celui-ci laisse pourtant subsistcr le 
problkme important quc voici : 

Deux possibilitCs existent pour le mCcanisme des adjonctions successives de chaiiions 
dicarbonCs. Selon la premicrc, les intermediaires (par exemple lauryl-, myristyl-, pal- 
mityl-CoA) ne quittent pas le systhme enzymatique, et sit& formks subissent immC- 
diatement l’adjonction d’un nouvel ClCment en C, (acCtyl-CoA) ; ce processus, t r b  
rapide, nc s’arrCte qu’aprcs la formation d’un acide spCcifique de chaque systcme 
cnzymatique. Selon la seconde possibilitC, ces intermkdiaires sont dCsactivCs A chaque 
&ape, quittcnt le systkme responsable de leur synthhse et se confondent alors avec 
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ceux qui existent dCja dans le milieu cellulaire; mais dans ce cas, chaque &ape de la 
synthkse (adjonction de l’klkment en C,) suppose A son tour l’activation prealable de 
l’acide correspondant prClevC dans le milieu cellulaire, c’est-A-dire d’un acide syn- 
th6tisC A un moment nettcment anterieur. 

C’est pour ce dernier type que l’on pourrait proprement parler d’une synthise par 
Uongation, au moyen d’un systitme enzymatique ccouvert o, dissCminC dans les 616- 
inents cytoplasmiques. Ainsi, dam une cellulc, chaque molCcule d’acide stkarique, 
par exemple, serait toujours synthCtisCe par adjonction d’une molCculc d’adtyl-CoA 
A une molkcule d’acide palmitique dCjA formbe. L’cxistence d’un tcl mecanisme re- 
sulte clairement d’expkriences telles que celles de ASKER’),  et il semble prCpon- 
dCrant dans la glande mammaire d’aprks les recherches de PVPJAK~). 

Au contraire, le premier des schCmas suggCrCs plus haut pourrait &tre appelC 
mLcanisnze de condensation; en poussant les choses A l’cxtr&me, j l  s’agirait de systhmes 
ctfermCs o aussi nombreux que les cliffCrents acides gras, et les dongations proprement 
l t e s  seraient inipossibles. Pour chaque acide gras, les intermbdiaires de la synthhse 
ne quittcraient pas le systitme enzymatique et ne pourraient donc pas se mblanger 
A ceux de m&me type prhsents dans la cellule, ni par consequent &re dilues par eux. 
Les mol6cules d’adtate utilisCes presque simultankment seraient pratiquement toutes 
A la m&me concentration isotopique. La possibilite d’un tel mCcanisme est suggCrCe par 
les travaux de KITTENDERG &BLocH~), RRADY & G U R I N ~ ) ,  HIRSCH et aZ.lO) et surtout 
de DAUBEN et al. l). Ces derniers auteurs ont mesurC la repartition de la radioactivite 
dans les acides gras de souris 4 h aprhs administration d’a~Ctate-[l-~*C]. Le carboxyle 
contient alors 13% de l’activitC totale de la molkcule dam le cas de l’acide palmitique, 
et 29% dans le cas de l‘acide stCarique. 11s expliquent cette repartition en admettant 
que l’acide palmitique se forme par le mbcanisme de condensation rapide qui vient 
d’&tre dCcrit ; dans ce cas, chaque fragment dicarbonb doit avoir la meme radioactivite, 
6gale au de celle de la molCcule entierc, soit 12,5%. L’acide stharique au contraire 
est form6 par Clongation de l’acide palmitique prCedstant ; dans ce cas, le carboxyle 
doit contenir plus de l l , l yo  (l/J de 1’activitC totale et cette valeur doit croitre avec 
le temps, tout au moins pendant la pCriode oh 1’acCtate marque s’incorpore dans les 
acides gras. Les proportions de l’activitk totale que nous retrouvons dans le carboxyle 
de l’acidc myristique et dans celui de l’acide palmitique sont assez proches des con- 
centrations thCoriques pour que l’on p u k e  admettre un mecanisme de condensation. 
En revanche, le carboxyle de l’acide stkarique contient une proportion de l’activitC 
totale bien superieure au 1/9, ce qui tCmoigne sans Cquivoque d’une Clongation. 

La rkpartition de l‘activitC dans la molCcule, ainsi que les diffbrences d’activitC 
spdcifique entre les trois acides gras saturCs peuvent le mieux s’expliquer de la 
manikre suivante : 

1. L’acide myristique ne pcut &re un prCcurseur important de l’acide palmitique, 
puisque son activitC specifique est plus faible. 

2. La vitesse de synthbe de l’acide palmitique dCpasse celle des deux autres acides 
gras, puisqu’il renferme, aprhs 3 minutes dCjA, une plus grande proportion de 14C. 

’) H. S. ANKER, J .  biol. Chemistry 194, 177 (1952). 
*) D. RITTENBERG & K. BLOCH, J. biol. Chemistry 154, 311 (1944). 
g, R. 0. BRADY & S. GURIN, J .  biol. Chemistry 186, 461 (1950). 

lo) P. F. HIRSCH, \V. J. LOSSOW & I. I.. CHBIKOFF, J.  bid. Chemistry 221, 509 (1956). 
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3. Les deux mCcanismes de synthbse sont autonomes, puisque la proportion des 
deux acides gras nCoformCs reste constante entre 3 et 30 minutes, et que d’autre part 
la proportion de 14C dans le carboxyle est comparativement un peu plus faible pour 
l’acide palmitique que pour l’acide myristique. 

4. La synthhse de l’acide stCarique en revanche, quoique plus lente que celle de 
l’acide palmitique, n’en est pas indbpendante, puisque les activitCs spCcifiques des 
deux acides gras sont plus voisines l’une de l’autre A, 30 qu’A 3 minutes, et que les 
proportions de 14C contenues dans le carboxyle de l’acide stBarique tCmoignent d’une 
Clongation de l’acide palmitique, qui n’exclut pas toutefois l’intervention parallde 
de la synthhse par condensation. 

CONIGLIO et al. 11) ont constat6 que chez le Rat, le jeQne n’affecte pas de la m&me 
faqon la synth&se de l’acide stCarique et celle de l’acide palmitique; ces auteurs con- 
cluent Cgalement 5. l’existence parall8le de mCcanismes de condensation et d’dlonga- 
tion. 

La prCdominance, pour un acide donnC, de l’un ou l’autre de ces mCcanismes 
traduit peut-&re la vitesse relative d’activation de l’acide immbdiatement prCcur- 
seur. Celle-ci serait par exemple faible pour l’acide myristique, et par consequent le 
myristyl-CoA nCoformC constituerait le prCcurseur prCpondCrant de l’acide palmi- 
tique. Dans le cas de l’acide palmitique, en revanche, cette vitesse d’activation de- 
viendrait assez ClevCe pour que l’acide prCexistant fournit une fraction importante 
du prCcurseur de l’acide stkarique. 

Nos rCsultats s’accordent donc bien avec l’hypothhse qu’il existe plusieurs sys- 
t&mes enzymatiques pour la synthbe des acides gras, et qu’il existe dans le cycle des 
acides gras diffCrent s enzymes spCcifiques pour telle ou telle longueur de cha?ne12). 

RGSUME 
Des souris ont C t C  tubes 3 ou 30 minutes aprhs injection intraveineuse d’acCtate- 

[1-14C]. Les acides myristique, palmitique et stCarique des lipides totaux ont 6th 
isolCs et dCcarboxylCs. 

Par rapport A celle de l’acide palmitique, 1’activitC spCcifique de l’acide myristique 
est de 60% environ aprt?s 3 comme a p r b  30 minutes; celle de l’acide stCarique est 
de 79% aprb  3 minutes et de 92% a p r b  30 minutes. 

Le groupe carboxyle de l‘acide myristique et celui de l’acide palmitique contien- 
nent respectivement l/, et de l’activitk totale de la molCcule et ces valeurs sont 
identiques apr& 3 ou 30 minutes. Au contraire, le carboxyle de l’acide st6arique con- 
tient plus du 

On en dCduit que dans les conditions normales d’alimentation, l’acide myristique 
et l’acide palmitique sont surtout synthCtisCs indbpendamment l’un de l’autre par 
un mCcanisme de condensation, tandis que l’acide stCarique rCsulte en bonne partie 
d’une Clongation de l’acide palmitique. 

de l’activitk et ce rapport augmente de 3 2 30 minutes. 

Institut de Chimie physiologique de 1’UniversitC de Genbve 

1’) J.  G. CONIGLIO & D. L. CATE, J .  biol. Chemistry 232, 361 (1958). 
1z) Une partie de ce travail a bte rbsumbe dans les Comptes rendus de la Sxibtb suisse 

de Physiologie, Chimie physiologique et  Pharmacologie. Helv. physiol. Acta 16, C69 (1958). 
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