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The activity of CDP-choline 1,2diglyceride phosphocholine transferase was studied in chick brain neurons and 
glial cells. The specific activity was 2.7-fold higher in the neurons than in the glial cells. Both cell types had an op- 

timum activity at pH 8.0. Mg2+ and Mn2+activated the enzyme, while Ca’+ was inhibitory. CDPethanolamine and 

CMP were competitive inhibitors. The apparent KM of the enzyme for the CDP-choline was found to be 0.39 X lo4 M 

in the neurones and 0.17 x 10 A M in the glial cells. This suggests the existence of isoenzymes for the GDP-choline 

1,2diglyceride phosphocholine transferase in chick brain. 

1. Introduction 2. Techniques 

Nous avons montre anterieurement qu’au cows 
du developpement du cerveau de Poulet l’activiti 
de la CDP-chcline 1,2-diglyceride phosphocholine 
transferase (EC 2.7.8.2) Cvolue parallklement 2 l’ac- 
croissement des lkcithines [l] . Par ailleurs, le KM 
apparent determine pour la CDP-choline sur des 
homogdnats de cerveaux diminue de facon notable 
entre le 1 lkme et le 13zme jour de la vie embryon- 
naire lorsque ddbute la differentiation et la prolife- 
ration des cellules gliales, suivie des phenom&tes de 
myelinisation. Cette augmentation de l’affinitk de 
l’enzyme pour son substrat suggzre soit la levee d’une 
inhibition competitive, soit la nCosynth&e d’une 
nouvelle isoenzyme localisee probablement au ni- 
veau des cellules gliales, soit l’apparition des deux 
phenom8nes simultanement. Dans le but de preciser 
la nature du ph&romCne, nous avons dtudid la tine- 
tique de la CDP-choline 1 ,;?diglyceride phospho- 
choline transferase dans les neurones et les cellules 
gliales du cerveau de poulet adulte. 

* Chargk de Recherche au CNRS. 
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Nos essais ont porti sur des cerveaux de Poulets 
adultes de race Leghorn. Apr& decapitation, les 
hCmisph&es cerebraux sont immediatement preleves 
et trait& en vue soit de la preparation des micro- 
somes par la mdthode de Horrocks [2] , soit de l’isole- 
ment des neurones et des cellules gliales par la mi- 
thode de Sellinger et COB. [3]. Chaque fraction cel- 
lulaire est lavde deux fois par du tampon Tris-HCl 
0,02 M pH 8,00, EDTA 10e3 M. En vue de l’dtude 
des lipides, les culots cellulaires sont extraits par du 
C-M 2: 1 selon Folch[4] . Le cholesterol est determine 
par la reaction de Lieberman [5] et les phospho- 

lipides par dosage du phosphore selon Chen et COIL 
[6] aprks mineralisation par un melange acide sul- 
furique-perhydrol. Le fractionnement et la ddtermi- 
nation des divers phospholipides sont realis& par 
chromatographie sur colonne [7] suivie d’une chro- 
matographie sur couche mince [8]. Le risidu d’ex- 
traction des lipides sert i la determination du DNA 
par la mdthode de Burton [9] . 

Pour la determination de l’activite de la CDP- 
choline 1,2-diglyceride transf&ase, les culots cel- 
lulaires sont broyks g l’aide d’un homogenkiseur du 
type Potter-Elvejehm darts le tampon Tris-HC10,02M 
pH 8,00 EDTA low3 M et centrifugks ?I 105 OOOg 
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pendant 4.5 min. Les culots sont relaves dans les 
m2mes conditions, puis rehomogdn&sis dans le 
tampon precedent g raison de 1 ml pour 1 i 3 mg 
de proteines. La concentration en protdine est &a- 
lude par la methode de Lowry et ~011. [ 101 et l’ac- 
tivite de la CDP-choline 1,2diglycCride phospho- 
choline transferase determinCe par la technique de 
Mudd et ~011. [ 111 tel que nous I’avons rapport; 
recemment [I] . 

3. RCsultats et discussion 

L’observation microscopique en contraste de 
phase de la fraction neurone montre que les cellules 
sont en bon &at de conservation et similaires i celles 
obtenues pour le cerveau de Rat [2, S]. 11 en est de 
m2me de la fraction gliale, celle-ci renfermant cepen- 
dant quelques debris cellulaires. 

L’dtude de la composition chimique (tableau 1) 
rt%e une nette difference entre les deux types de 
cellules. Rapport; au DNA, soit en premikre approxi- 
mation ?I l’echelle cellulaire, le taux de protdine est 
environ 2,9 fois plus eleve dans les celhdes gliales que 

dans les neurones. La teneur en lipides et en phos- 
pholipides est en moyenne cinq fois supdrieure dans 
les cellules gliales, tandis que celle en cholesterol est 
7,5 fois plus &levee. Des differences analogues ont 

Tableau 1 

Composition chimique des neurones et des cellules gliales du 

cortex c&&bra1 de Poulet adulte. 

Neurones Cellules gliales 

Protkines 

Lipides totaux 

Cholestdrol 

Phospholipides 

Cardiolipides 
Phosphatidyl6thanolamines* 

Phosphatidylinositols 

Phosphatidylse’rines 

Phosphatidylcholines* 

Sphingomydlines 

62,0 178,O 

29,0 128,6 

3,2 26,0 

16,l 79,o 

0,9 (5,6) 4,O (5,l) 

5,O (31,O) 25,3 (32,O) 

0,s (439) 3,s (4,8) 

1,3 (SJ) 790 (WI) 

677 (4I,6) 31,6 (40,O) 

I,3 (891) 734 (9,3) 

Les rksultats sont exprim& en mg par mg de DNA. Les va- 

leurs entre paranthkses repkentent le taux de chaque phos- 

pholipide par rapport aux phospholipides totaux. 

* Inclus les plasmalog8nes. 

et6 rapportkes pour les deux types cellulaires du cer- 
veau de Rat [7,12]. Ces differences sont non seule- 
ment le reflet de l’aspect morphologique des deux 
types cellulaires, mais egalement celui de leur struc- 
ture chimique. En effet, Iorsqu’on evalue les r&d- 
tats par rapport aux proteines, les teneurs en lipides, 
en cholesterol et en phospholipides sont en moyenne 
1,5,2,8 et 1,7 fois plus &levees dans les cellules gliales 
que dans les neurones. La distribution des divers phos- 
pholipides est sin&ire dans les neurones et les cel- 
lules gliales, les phosphatidylcholines accusant le taux 
le plus Cled, les phosphatidylinositols et les cardio- 
lipides les taux les plus faibles. Notons egalement 
que la repartition des divers phospholipides dans les 
neurones et les cellules gliales est analogue g celle 
rapportee pour les deux types cellulaires du cerveau 
de Rat [I, 121 et de Lapin [13]. 

La duree d’incubation pour la determination de 
l’activitk de la CDP-choline 1,2digly&ride phospho- 
choline transferase a etd fixee g 30 min; dans ces con- 
ditions d’incubation la biosynthke des phosphatidyl- 
cholines reste lineaire pendant 60 min (‘fig. 1). 

Fig. 1. Synth&e des le’cithines en fonction du temps. Le 

milieu d’incubation contien: 150 rmoles de Tris-HCl pH 7,2, 

20 pmoles de Mg2+, 10 pmoles de mercaptokthanol, 7,5 pmoles 

de diglyce’rides, 0,015% de Tween, 0,05 rmoles de CDP- 

choline radioactive (1,04 X 10 coups/min/pmoles) et 0.1 ml 

d’homogknat cellulaire contenant 0,l 2 0,2 mg de protkines 

dans 1 volume finalde 2 ml. (o-o-o) Neurones; (~---O---O) 

cellules gliales. 
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Tableau 2 
A&vi& de la CDP-choline 1,2diglydride phosphocholine 
transfirase dans les neurones et les cellules gliales du cortex 

c&bra1 de Poulet adulte. 

Licithines formdes Neurones Cellules gliales 

nmoles/h/mg prote’ines 28,l 9,6 
nmoles/h/mg DNA 1741 1729 

Les conditions d’incubation sent identiques i celles de la 

fig. 1. 

L’activitk de la CDP-choline 1,2digly&ride trans- 

f&ase rapportie 5 1 mg de pro&e est en moyenne 

2,7 fois plus Clevkc dans les neurones, cependant 

dvalude par cellule, on note que la capacitt de syn- 
th&e de lkithine est du msme ordre de grandeur 

dans le neurone que dans la cellule gliale (tableau 2) 
ce qui s’explique par la taille beaucoup plus grande 
des cellules gliales. Le pH optimal de l’enzyme est 
de S,O pour les deux types de cellules, du mime ordre 
de grandeur que celui rapport; pour l’enzyme de 

cerveau et de foie de Rat [14,15]. L’enzyme de 
chaque type cellulaire a un besoin absolu en ions 
Mn2’ ou Mg 2+. Dans les deux types cellulaires la 
concentration optimale est 5 mM pour les ions Mn2+ 

et 25 mM pour les ions Mg2+. Les ions Ca2’ par contre, 
provoquent une inhibition de 100% i une concentra- 
tion de 1 mM, rksultats en accord avec ceux de 
McCaman et Cook [ 141. Le CMP et la CDP-Ethanol- 
amine se r&klent Etre des inhibiteurs compktitifs 
(fig. 2). A une concentration de 0,215 mM le taux 

l/v PM-~ (a) 
t 

-50 0 50 100 
l/s CDP choline r&l-l 

d’inhibition dans les neurones et les cellules gliales est 
de 53% pour le CMP et de 40% pour la CDPithanol- 
amine. Le rdgulation de la synthkse des ldcithines est 

done assurie pour une part du moins par un effet de 
r&o-inhibition d’un des produits de la riaction. 

L’dtude de l’affiniti de l’enzyme pour la CDP- 
choline r&&e que le KM apparent est en moyenne 
de 0,39 X 1O-4 M pour l’enzyme neuronal et de 
0,17 X 10d4 M pour l’enzyme des cellules gliales 
(fig. 3). Cette diffirence pourrait r&ulter soit de la 
concentration plus importante en inhibiteurs com- 
pdtitifs du type CMP, CDP-kthanolamine, dans les 
neurones, soit de la prdsence d’une enzyme sphcifique 
g chaque type cellulaire. Nous pensons que cette 
deuxikme hypothkse soit g retenir, car les lavages in- 
tensifs des homogCnats cellulaires devraient Climiner 
quantitativement les analogues structuraux de la 
CDP-choline. Par ailleurs, le KM apparent de la CDP- 
choline 1,2-diglyciride phosphocholine transfkrase 
des microsomes du cerveau (site de localisation de 
l’enzyme) contenant un mdlange de microsomes des 

dcux types cellulaires, est 5gal g la somme arithmi- 
tique des I& des enzymes des neurones et des cel- 
lules gliales (tableau 3). I1 semble done que le cer- 
veau de Poulet contienne au moins deux isoenzymes 

de la CDP-choline 1,2diglyckride phosphocholine 

transf&ase dont l’une serait localide prdf&entielle- 
ment dans les neurones et l’autre essentiellement 

dans les cellules gliales. 
La capaciti de synthkse des licithines du riticulum 

endoplasmique de chaque type cellulaire &ant simi- 
laire telle qu’elle apparal” g la lumi&e de la mesure 

l/v PM-’ (b) t 

-50 0 50 100 
I/s CDP choline n-W1 

Fig. 2. Inhibition compdtitive de la CDP-choline diglyc&ide phosphocholine transferase de microsomes du cerveau de Poulet par 

la CDPkthanolamine et le CMP. Reprksentation graphique selon Lineweaver-Burk. a) o-o-o, CDPdthanolamine = 0; o-o--o, 

CDP-t%hanolamine = 0,230 mM. b) (o-o 
2 celles de la fig. 1. 

-0) CMP = 0; (o-o--o) CMP=0,230 mM. Les conditions d’incubation sent identiques 
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E 0 25 50 
CDP choline uM-l 

Fig. 3: a) Cinktique de la phosphocholine diglyckride transfgrase en fonction du substrat (CDP-choline); b) representation gra- 

phique selon Lineweaver-Burk. (o-o-o) Neurones; (n--o-n) cellules gliales. Les conditions d’incubation sont identiques 

2 celles de la fig. 1. 

Tableau 3 

KM apparent de la CDP-choline 1,2diglyc&ide phospho- 

choline transfirase du cerveau de Poulet pour la CDP- 

choline. 

Neurones 0,39 + 0,ll X lo4 M 
Cellules gliales 0,17 + 0,03 X 1O-4 M 
Microsomes 0,28 * 0,07 X lo4 M 

Chaque valeur repre’sente la moyenne de 6 expiriences. Les 

conditions d’incubation sont identiques i celles de la fig. 1. 

de l’activit8 de la phosphocholine diglyceride trans- 
fkase, suggkre que le renouvellement des phosphatidyl- 
cholines des neurones est plus intense que celui des 
cellules gliales, ce dernier type cellulaire accusant 
un taux de lkcithine 5 fois supkrieur ?I celui des neu- 
rones et Qtant Bgalement le lieu de synth&e des com- 
pos& des gaines de myCline [ 16,171. LJne telle hypo- 
th&e est en accord avec nos rksultats anterieurs mon- 
trant que les demi-vies des phosphatidylcholines des 
neurones sont plus courtes que celles des composes 
correspondants des cellules gliales [ 181. 
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