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The time course of hepatic Acetyl-CoA carboxylase activity as well as hepatic and plasmatic fatty acids concentrations following 
a single injection of estradiol benzoate (EB, 0.2 mg/kg) was studied in the quail. Acetyl-CoA carboxylase activity increases rapidly 
and reaches its peak 3 h after the injection of EB. Similarly, hepatic and plasmatic fatty acids concentrations are significantly 
increased 6 h after the hormonal injection and attain their highest level 18 h later. These results suggest that estrogen affects the 
hepatic fatty acids biosynthesis by regulating the conversion of acetyl-CoA to malonyl-CoA. 

1. Introduction 2. Mat&iel et m6thodes 

Bien que la r6gulation de la biosynth~se des acides 
gras et du cholest6rol ait 6t6 tr~s 6tudi6e par de nom- 
breux laboratoires, peu de travaux ont 6t6 consacr6s 
au contr61e oestrog6nique de ces diff6rentes voies 
m6taboliques [ 1 -3  ]. Chez la caille, l'injection r6p6- 
tde de benzoate d'oestradiol induit des modifications 
importantes du mdtabolisme lipidique dont la plus 
caract6ristique est l'616vation de la concentration des 
acides gras s6riques et h6patiques (respectivement + 
1560% et + 234% apr~s 6 jours de traitement fi la dose 
de 0.2 mg/kg) [4,5]. 

L'ac6tyl-CoA carboxylase (EC 6.4.1.2) 6rant consi- 
d6r6e comme l 'enzyme limitante de la biosynth~se 
h6patique des acides gras, nous avons dtudi6 l 'action 
d 'une injection unique de benzoate d'oestradiol sur 
l'activit6 de cette enzyme. 

Les r6sultats montrent que la concentration des 
acides gras h6patiques et s6riques augmente significati- 
vement d~s la 6 ~me heure apr6s le traitement, atteint 
un maximum ~ 24 h, et revient h une valeur semblable 

celle mesur6e avant le traitement 48 h apr6s l'injec- 
tion de l 'hormone. Parall~lement l'activit6 de l'ac6tyl- 
CoA carboxylase h6patique augmente rapidement et 
presente un maximum 3 h apr~s le traitement. Ces 
r6sultats sugg~rent que les oestrog~nes peuvent r6guler 
la biosynth~se des acides gras au niveau de la conver- 
sion de l'ac6tyl-CoA en malonyl-CoA. 

Les exp6riences sont r6alis6es sur des cailles femel- 
les immatures (Coturnix coturnix japonica} 61ev6es 
dans des conditions constantes de lumi6re (14 h/jour) 
et de temp6rature (23 T- 2°C). A l'~ige de 16 jours, les 
cailles reqoivent une injection intramusculaire de ben- 
zoate d'oestradiol (0.2 mg/kg) en solution huileuse 
sous de 0.1 ml. Les t6moins ne reqoivent que l'huile 
d'olive. Les animaux sont sacrifi6s par d6capitation fi 
diff6rentes heures apr6s l'injection. Le sang est 
recueilli sur anticoagulant et centrifug6 10 rain fi 
3000 t/min ~ 4°C. Le foie est pr61ev6 et pes6. 

Le dosage des acides gras s6riques et h6patiques est 
r6alis~ par chromatographie en phase gazeuse selon 
une m6thode d6j~ d6crite [5]. 

Pour mesurer l'activit6 de l'ac6tyl-CoA carboxylase, 
le foie est rinc6 dans un tampon Tris-HC1, pH 7.4, 
4°C (Tris 60 raM, KC1 150 mM, EGTA 0.1mM) puis 
homog~ndis6 dans 10 vol. (poids/vol.) du m6me tam- 
pon fi 4°C. L'homog6nat est centrifug6 fi 105 000 × g 
pendant 30 min; le surnageant est imm6diatement uti- 
lis6. A un volume de surnageant sont ajout6s 9 vol. 
tampon A, pH 7.5, fi 37°C: Tris 60 mM, MgCI2 8 mM, 
glutathion r6duit 3 mM, EGTA 0.1 mM, 0.5 mg BSA/ 
ml, avec (essais) ou sans (contr61es) 5 mM citrate de 
potassium; le mdlange est pr6incub6 30 min fi 37°C. 
La r6action est initi6e par l'addition de 5 vol. tam- 
pon A contenant: ATP 6 mM, ac6tyl-CoA 0.6 mM, 
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Fig.1. Activit~ de l'ac6tyl-CoA h6patique en fonction du 
temps d'incubation. Les conditions exp6rimentales correspon- 
dent ~ celles indiqu6es au chapitre 2. La quantit6 de malonyl- 
CoA form~e est exprim6e en cpm/mg prot6in × 10-3: (i) Caille 
trait6e par le benzoate d'oestradiol (0.2 mg/kg) trois heures 
avant la mesure (6quation de r6gression, 15 420-15 381 
e 0.2346 t; vitesse initiale, 4235 ± 278 cpm. min -~ . mg pro- 
t6in-~; (-) Caille t6moin (~quation de r6gression, 9107-9326 
e-0.3918 t; vitesse initiale, 3531 ± 254 cpm. min -~ . mg pro- 
t6in-l. 

KHCO3 10 mM et 15 pCi de Ha4CO3/ml [6]. L'incu- 
bation est r6alis6e ~ 37°C sous agitation continue; des 
aliquotes de 0.5 ml sont prdlev~es toutes les 30 s pen- 
dant  10 min,  la r~action est arr6t6e par addition de 
100/al d'HCI(6 N). Le milieu r6actionnel est 6vapor6 

sec sous courant d'azote ~ 40°C; le r6sidu sec est 
repris par 0.5 ml d'eau distill~e et la solution est comp- 
t6e en scintillation liquide. La radioactivit~ incorpor6e 
dans les t6moins sans citrate (moins de 4% de la radio- 
activit~ incorpor~e dansles m~mes essais contenant  du 
citrate) est d6duite de la valeur obtenue pour les essais 

avec citrate. Comme le montre la riga et comme celh 
a 6t6 not6 par plusieurs auteurs [7,8], l ' incorporation 
de H14CO3 dans le malonyl-CoA n'est approximative- 

ment lin6aire que pendant une trbs courte p6riode 
(inf6rieure ~ 3 min). Dans ces conditions il est tr6s dif- 
ficile de mesurer avec pr6cision la vitesse initiale de la 
r6action, c'est pourquoi nous avons adopt~ la mgthode 
suivante: les points exp6rimentaux sont ajustds ~ un 
module non-lin~aire de la for iney = A - B R  t (A > O, 
B > 0, 0 < R  < 1), y repr6sente la quantit6 de malo- 
nyl-CoA formde et t le temps de la r6action en rain. 
L'ajustement est rdalis6 selon la m6thode des moin- 
dres carr6s d'aprbs le processus it6ratif de [9]. 

La variation non-expliqu6e par le module est tou- 
jours inf6rieure g 1% de la variation totale observ6e 
poury .  La vitesse initiale de la r6action est calcul6e 

par (dy/dt)t=O = - B  Log R ; l 'amplitude de l'intervalle 
de confiance ~ 5% d6termin6 pour la vitesse initiale 
repr6sente moins de 7% de la valeur de cette vitesse. 
L'activit6 de l'ac6tyl-CoA carboxylase h6patique est 
exprim6e en nmoles de malonyl-CoA form6 par rain 
et par mg de prot6ine soluble. 

3. R4sultats 

L'injection ~ des cailles femelles immatures d'une 

dose unique de benzoate d'oestradiol (0.2 mg/kg) 
induit,  6 h apr~s l ' injection, une augmentation signifi- 
cative de la concentration des acides gras s6riques 
(+21%) et h6patiques (+26%) (tableau 1). Cette con- 
centration atteint dans les deux cas un maximum 24h 
apr~s l ' injection (+83% au niveau s6rique, +103% au 

Tableau 1 
Effet d'une injection de benzoate d'oestradiol (0.2 mg/kg/IM) sur la concentration s6rique et h6patique 

des acides gras et stir l'activit~ de l'ac6tyl-CoA carboxylase 

Temps apr~s l'injection 0 h 1 h 3 h 6 h 12 h 24 h 48 h 

Acides gras s~riques 3.57 2.78 a 3.08 4.34 a 5.87 a 6.52 a 2.99 
(mg/ml) ±0.18 ±0.15 +0.18 -+0.27 ±0.54 -+0.55 -+0.18 

Acides gras h~patiques 32.6 34.7 34.8 41.1 a 57.0 a 66.1 a 39.4 
(mg/g de foie) ±2.2 ±4.3 ±2.4 ±4.5 -+9.2 ±6.4 -+5.0 

Ac~tyl-CoA carboxylase 41.6 44.5 57.1 a 49.8 a - 44.1 - 
(nmol. min -~ . mg protein -~) ±0.9 ±1.2 ±1.7 ±1.2 - ±1.6 - 

a Valeur significativement diff6rente (P < 0.05) de celle observ6e pour le groupe t6moin (0 h) 

Les valeurs repr6sentent la moyenne de 6 animaux ±SEM. Le poids moyen des animaux utilis~s 6tait de 
106± 2g 
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Fig.2. Incorporation de H ~4CO3 dans le malonyl-CoA en fonc- 
tion de la quantit6 de prot~ines solubles introduites pax essai. 
Les mesures ont ~t~ effectudes h partir de surnageant de foie 
d'animaux t~moins selon les conditions pr~cis~es au chapitre 2 : 
(o) mesures effectudes en prdsence de citrate (5 raM); (=) 
mesures effectu~es sans citrate (essais contr6les). 

niveau Mpatique), et revient, 48 h apr~s le traitement, 
/l une valeur semblable ~ celle observde chez les ani- 
maux tdmoins. La concentration sdrique des acides 
gras est significativement diminu~e (-22%) une h 
apr~s l'injection de benzoate d'oestradiol; ce pMno- 
m~ne n'est pas observd au niveau hdpatique. 

La mesure prdcise de l'activit6 de l 'a~tyl-CoA car- 
boxylase impose l'utilisation immddiate du surna- 
geant 105 000 X g: l'activit6 enzymatique est dimi- 
nude d'environ 16% lorsque le surnageant est conserv6 
2 h ~ 4°C avant d'effectuer les mesures. L'incorpora- 
tion de la radioactivitd dans le malonyl-CoA est lind- 
aire en fonction de la quantitd de protdines solubles 
introduites dans le milieu d'incubation (fig.2). Pour 
les mesures nous avons utilisd une concentration pro- 
tdique de 0.7 mg/ml de milieu: dans ces conditions, la 
radioactivitd incorporde dans les essais tdmoins (sans 
citrate) est tr~s faible. Si la vitesse initiale de la rdac- 
tion enzymatique est estimde d'apr~s les mesures 
obtenues au cours des 2 premieres min de la rdaction 
(incorporation approximativement lindaire), l'activit6 
de l 'enzyme est sous estimde d'environ 40-50% par 
rapport g ceUe ddterminde selon notre mdthode. 
L'analyse statistique des rdsultats montre en outre 
que la prdcision sur la mesure de la vitesse initiale de 
la r~action est bien meilleure dans ce dernier cas. 

L'activitd de l'acdtyl-CoA carboxylase hdpatique 
augmente significativement dds la 3 ~me heure qui suit 
l'injection de benzoate d'oestradiol (+37%, tableau 1) 
cette augmentation est encore perceptible ~ la 6 ~me 

heure. L'~volution de l'activit6 de l'acdtylg2oA car- 
boxylase est parall~le g la variation de la concentra- 
tion plasmatique d'oestradiol qui suit l'injection intra- 
nmsculaire de l 'hormone (max. 3 h, non publids). 

4. Discussion 

Deux points principaux 6mergent de cette dtude: 
(i) D'une part la sensibilitd du module expdrimental 

utilisd. En effet, une seule injection de benzoate 
d'oestradiol ~ faible dose est capable d'induire, 
en 24 h, chez la caille, un doublement de la con- 
centration des acides gras sdriques et hdpatiques. 
Chez le mammif~re, des modifications de m~me 
nature et de mdme amplitude ne sont observdes 
qu'avec des doses 61evdes et rdpdtdes d'oestro- 
g~nes [10,1 1]. 

(ii) D'autre part le r61e de l'oestradiol dans la rdgula- 
tion de la biosynth~se des acides gras. L'injection 
de benzoate d'oestradiol induit rapidement (3 h 
apr~s le traitement) l'augmentation de l'activit6 de 
l'acdtyl-CoA carboxylase hdpatique; cette augmen- 
tation prdc~de d'environ 3 h l'dldvation de la con- 
centration des acides gras hdpatiques et sdriques. 

Le contr61e oestrogdnique de l'activit6 dediffdren- 
tes enzymes impliqu6es dans la lipogdn~se et la biosyn- 
th~se du choldstdrol a dt6 r~cemment ntis en dvidence 
chez diffdrentes ~sp~ces. Ainsi chez le poulet le ben- 
zoate d'oestradiol induit une augmentation de la syn- 
th~se et de l'activitd Mpatique de l'acide gras synthd- 
tase [12]. Chez le rat [13] et chez le batracien [14], 
l'oestradiol induit une augmentation de l'activit6 hdpa- 
tique de l'acdtyl-CoA carboxylase et de I'HMG42oA 
rdductase. Cependant ces dtudes faisaient appel fi des 
injections r~pdtdes (4-21 jours) de doses dlevdes 
(1 -8  mg/kg) d'hormone. Ces conditions expdrimen- 
tales ne permettent donc pas, d'une part de diffdren- 
cier un effet physiologique d'un effet pharmacologique 
de l 'hormone et d'autre part d'apprdcier la rapidit6 
des modifications concernant l'activit6 ou la synth~se 
des enzymes ~tudides. 

Nos rdsultats reprdsentent le premier exemple de 
l'action directe de l'oestradiol sur la rdgulation d'une 
enzyme impliqude dans la biosynth~se hdpatique des 
acides gras. Notre module expdrimental nous parait en 
outre particuli~rement indiqu~, du fait de sa sensibilitd, 
pour ddfinir les mdcanismes mol~culaires par lesquels 
les hormones stdroides modifient l'activit6 ou la syn- 
th~se de ces enzymes. 
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