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L o c a i i ~ C i o n  subce l lu la i re  de  I ' acN I -CoA synth&tase 

de  la m u q u e u ~  In tes t lna le  

La svnth~se des triglyc~rides lymphat iques  darts la muqueuse intestinaJe n~cessite 
l ' in tervent ion pr6alable d 'un  enzyme ae t ivant  les acides gras lib6r~s au cours de 
l 'hydrolyse in t ra luminaire  des graisses alimentaires.  Cet enzyme a dt6 caraet~ris~ ~-s. 
Sa d6p~ndance clairement dtab]ie 6 vis ll vis de A T P  et CoA permet  sans doute" de 
le c l a s~r  dans le groupe des acyl-CoA s3mth~ta-ses (Acid: CoA ligases, EC 6.z.z.3). 
Par contre, sa localisation au sein des cellules mucosales est encore incertaine puisque 
l ' incorporation d 'acides gras .~ des glyc~rides a 6t6 r6alis6e jusqu'ici h i 'aide de la 
fraction mitochondria le ' ,  de la fraction microsomaleS, v, et  m6me du surnageant  8 des 
homog~nats de m u q u e u ~ .  

L '6tude de la localisation subcellulaire d ' un  enzyme exige 6v idemment  que l 'on 
~ c h e  mesurer l 'aetivit6 de cet enzyme avee s~curit6. Dans le present  travail ,  l 'acyl- 
CoA synthdtase  de la m u q u e u ~  ~ t  dosfe  par  l ' interm~diaire du pa lmi ty l  hydroxa-  
mate  qu'elle forme en presence de pa lmi ta te  et  d ' h y d r o x y l a m i n e / t  un  pH voisin de 
Ia neutrali t6 ~. On incube ,~ , , , . . ,  ~ . . . . . .  3o min ~ 37 ° dar~ ur, ~,olume tota l  de 4 ml. du  pal- 
mi ta te  d ' a m m o n i u m  (6/~moles), de l ' hydroxy lamine  h pH 8.3 (2 mmoles).  A T P  
(6o/,moles). CoA (z/~mole), MgCI, (30/~moles), NaF  (zoo/~moles). du  g lu ta th ion  
r~duit (6o #moles) et le s3~st~me enzymat ique  ~tudi~. Apr6s addi t ion de 2 ml d 'aeide 
perchiorique h I4n,.~ et centr ifugation,  le culot est trait~ par le perchlorate  ferrique 
dans des condit ions d~j~ d~crites t. La  coloration e~t m ~ u r ~  ~ 520 mF dans  un  
appareiI Coleman ,Junior (tubes Coleman pHB).  Afin de mesurer  exclusivement  les 
hydroxamates  dus A Faction de l 'acyl-CoA synthetase ,  et  non pas ceux r6mfltant de 
simples r~actions d'6ehangee, on et~ectue des exp6rienees t6moins en l 'absence de 
cofacteurs (ATP et CoA) et  on les d~duit  des pr~cc~dentes. 

Le choix d 'une  dur6e d ' incubat ion  de 30 rain est justifi~ par le fait que les cin*- 
t iqucs de formation des h y d r o x a m a t e s  soot lin~aires du ran t  cet te  p6riode. Cependant ,  
la Fig. I indique que, au moins dans  nos condit ions oi~ratoires ,  ha pente  des droites 
ciodtique~ n'est proportionnelle A la quant i t6  d ' enzyme  (exprim~e dans  ]a Fig. en 
mg de prot6;nes t) qu 'h l ' int~rieur d 'une  zone re la t ivement  6troitc. Au de l l ,  les eour- 
bes s ' infl6chis~nt  et prennent  m6me une pente  n6gative darts le ca~s de la fraction 
microsomaIe. Si Yon n ' y  prend garde, des erreurs consid6rables par  d6faut  peuvent  
donc 6tre faites, sp4cialement pour ]a fraction microsomale oh, /t par t i r  d 'une  eer- 
taine concentra t ion en prt,t~ines, on arrive ~ t rouver  d ' a u t a n t  moins d 'act ivi t~ que 
l'ou uti l i .~_ plus d'e~,.zvme. Ce phdnom6ne paradoxa l  est  sans doute  ~t l 'origine des 
incert i tudes qui se soot manifest6es jusqu ' ic i / t  propos de la 10calisation de l 'enzyme.  

Des homog~nats  ~t xo°,~ (pds. frais: volume) tie muqueuse  intest inale dans  une 
solution o.28 M e n  manni to l  ~o et o.oz M e n  phosphate  de potass ium (pH 7.5) sont 
d6barrass6s des noyaux ,  du mucus et de divers d6brig ceUulaires par  une centrifuga- 
lion pr~liminaire de 45o × g duran t  xo rain. Apr~s lavage du culot par  le mannitol-  
phosphate  (|e ]/~ du volume initial), les surnageants  r6unis"  soot soumis & deux centri- 
fugations sueees~ives de 45oo × g du t an t  IO min et zo5 ooo × g duran t  30 rain qui 

° I ~  c o n v u r s ~ o n  p a x  ] ' c n t y m e  d e  A T P  e n  A M P  {- P P  n ' a  p a s  e n c o r v  ~ t ~  d ~ m o n t r ~ e .  
*° L e s  a ~ t i ~ d t ~ s  e n z y m a t i q u ~  e t  lea  t e n o u r s  e n  p r o t ~ i n e s  du  c e s  t i q u i d e s  s e r v e n t  d e  b a s e  | o o  

t, tou~ l e s  c:Lcula ulterrieur$ cn pourcen*~ges. 
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Fig. ]. Fo rma t ion  d ' h y d r o x a m a t e s  cn 30 man on f~nction de ~-a quant i t~  , l ' cnzymc utilL~&. {.~s 
f rac t ions  S t, Ss e t  ,Me d e n t  la p repa ra t ion  ~ t  dr*trite <]ans Ic tc~tc.  ¢o r r~po : , dcn t ,  rcslmctivcnwrtt ,  
au a t t rnagcant  450 x g ( ]o  man). art ~urmtge~nt 4500 -: g ( to  man) c t  au culot to3 (>oo , g, 
(3 ° man) | f ract ion microsomalc) ,  l.us rJ~ultat~ conct : rna , !  le s.t 'nagcant S= ct le culot  M u ~.ont 
comgt ts  afin tie tenir  ¢omptc  tic I ' inact ivat iot t  lmrtielle i n t c -venan t  dur~tltt lettr prt~p~rati,m X 

paxt i r  flu Stlr[litgeatlt S 1. 

p e r m e t t e n t  d e  . , ~ d i m e n t e r  [es f r a c t i c m s  ~t+tc>; mit~. 'ch,.~: ' .!fiaic e t  micro=~omale .  D a n s  
c e r t a i n e s  e x p d r i e n c e s ,  u n e  f r a c t i o n  i n t e r m ~ d i a i r e  e s t  o b t e n u e  en  i n t e r c a l a n t  e n t r e  ]es 
d e u x  o p 6 r a t i o n s  p r ~ c 6 d e n t e s  u n e  c e n t r i f u g a t i o n  d e  z5 o o o  × g ( [ u r a n t  I o  mira. L ' a c v l -  
C o A  s y n t h ~ t a s e  c s t  do.-~e d a n s  les  f r a c t i o n s  e t  d a n s  le s u r n a g e a n t  f i n a l  en  o b s e r v ~ m t  
l e s  p r e c a u t i o n s  r a p p e l ~ . ~  ~ ' idessus .  L a  c y t o c h r o m ¢  o x y d a s e  ( E C  r .0 .3 ,  z). g r a c e  ~X la-  
q u e l l e  o n  c a : ' a c t ~ r i s e  d ' h a b i t u d e  ies  m i t o c h o t a d r i e s ,  e s t  (16terminate  eta t r a ~ a n t  l a  c i n d -  
t i q u e  d e  r ~ o x y d a t i o n  A r a i r  d u  c y t o c h r o m e  c r d d u i t  p a r  I ' a c i d e  a s c o r b i q u e  tt.  L a  ph(?s- 
pha t a .~e  a l c a l i n e  ( E C 3 . x . 3 . t ) ,  a p p a r e m m e n t  c a r a c t 6 r i s t i q u e  de~ m i c r o s o m e s ,  t .st  
d ~ t e r m i n 6 e  p a r  c e | o r i m 6 t r i e  d e  I ' o r t h o p h ( ~ p h a t e  liPMr6 d u  ~ g l y c 6 r o p h c - ; p h a t e  A p H  ().5 
(r~f. x2),  L e s  c t i a g r a m m e s  d e  la  F i g .  2 s e n t  ~ t a b h s  dan.~ [e syst tXme e o n v e n t i o n n e l  (le 
D E  D U v E  ta. L e s  ordonnt .~es i n ( l i ( l u e n t  lea " a c t i v i t t %  ~ p d c i f i q u e s  r e l a t i v e s "  ( %  d e  
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Fi R, 2. Localis~tion xuL~ellut~Lire de l 'acyi-CoA ~ynthdta ,e  de la rnuqueu~  tntc~ttnalc. Mr. fr~ction 
mi tochondr ia lc ;  ~Ze. fvacthm i z ~ i c ~ . m a l e ;  1. reaction in termddi~ire ;  S, ~urnagca=t fin~l; Cyt.  ox,. 

cy toeh romc  o x y d ~ e ;  Ph. ,tic.. pho.~phntase elcal ine;  Ac. synt. ,  .tcy|-CoA synth t%a~.  
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l 'activit~: "i, cle~ prot~ines dans chaque fractxon) et  les ab.~cisses indiquent  les % de 
t,t~,t6inc.~. Le.~ hauteurs  et  les aires de.~ rectangles donnent  done une expre.asion 
relative, respectivement,  du degr~ de puret~ et de la quant i t~ de chaque enzyme 
0ans chaque fraction. Compte tenu de -" inact ivat ions  duran t  le laps de temlm n~ces- 
saire aux centrifugations,  le totM'-,le.~ activitd~ retvouvde~ dans  les diver~..~ fractions 
est 95'[o pour ia cytochrome o x y d a ~ ,  8 0 %  pour la phosphata::e alcaline et 9~-95°/0 
ix~ur ['acyI-CoA ~ynth~tase. 

Le simple fait que le surnageant  de ta centr i fugat ion 4500 × g d a r a n t  re rain 
c~mtienne Ia qua.~i totalit6 de l 'aeyl-CoA synth~ta.~e (Fig. x) sugg~re d6j~t que cet 
enzyme n'e.~t pa~ localis6 dans  les mit~mhondrie~,~. La  Fig. ~t le confirme de faqon 
particulit~remt'nt nette.  On volt que Ia faible activit6 acyl-CoA synth*tase  de la 
fraction mitochondriale et, le cas 6ch~ant, de la fraction interm6diaire, est toujours  
acc .mpagn6e d 'une aetivit~ phosphatas ique du m6me ordre. Elte est done imputable  

une faible contaminat ion  de la fraction rnit<mhondriale par des microsomes. En 
outre, aucune trace d 'aet ivi t~ acyl-CoA s3mth~tase n'est  jamais  d~celable dans  tes 
surnageant~. L 'enzyme est manifesternent  Ioealis~ dans  les m/~mes particules que la 
phosphatase alcaline, c'est a dire. sehm toute  apparence, dans  les microsomes..%on 
,~ctivit6 Sl~cifique dans lea fractions microsomale-~ ~',;t 4 lois plus ~iev~e que dans  le.~ 
~urnageauts obtenus h 450 × g duran t  re rain. 

Ce travail  a ~t6 r~alis~ .grAce ~. l 'aide mat~rielle du Centre Nat ional  de la Re- 
cherche Scientifique, du Natior.al Ins t i tu te  of  Heal th  [Grant No A-464~) et  de la 
Fondat ion R~ke fe l l e r  {Grant No R F  6zo22). 
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