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Les diagrammes de solubilitk communiquks permettent de trouver toutes les va- 
leurs numkriques (composition des solutions de roulement, ternpkrature de cristalli- 
sation, quantitCs d’eau B introduire et B kvaporer) nkcessaires 8. l’ktablissement d u n  
prockdk en cycle pour la prdparation de KH,PO, par ((double dkcompositiono selon 
KC1 + NaH,PO, = KH,PO, + NaC1. 

S IJMM A LIY 

The solubility isotherms of the quarternary system Na+-K+-C1--H,P04--H,0 
are given for O”, 25” and 75”. Additional data have been used for the establishment of 
the polytherrns, between 0” and loo”, of the two ((3 salt lines)) (saturation with 
NaCl 3- KC1 i -  KH,PO,, and NaCl $- KC1 + a sodium dihydrogenophosphate) and 
of two ((2 salt surfaces)) (saturation with NaCl -4- KC1, and NaCl ~-1- KH,PO,). The 
parameters of the two invariant points of the system have been established by inter- 
bolation. The salts NaCl and KH,PO, form the ((stable salt pair)) at all temperatures 
between 0” and 100”. Institut de chimie minkrale 

et analytique de l’universitk, Lausanne 

290. Recherches sur la synthese des acides gras 
XIII. Influence de l’acbtazolamide seul ou associl! a l’insuline 

sur la synthkse in vivo des acides gras chez la souris 
par S. Rous ct P. Favarger 

1)6di4 a u  llroleaseur TH. I’OS.L.HRNAK B l’occasion tlc: soil GO‘ anniversairc 

(13 IX 63) 

Uans le cadre de nos essais sur la biosynthkse des acides gras, nous avow voulu 
chercher chez l’animal vivant une confirmation de l’existence du systkme non mito- 
chondrial, systkme qui fait intervenir la carboxylation de l‘acktyl-CoA en malonyl- 
CoA sous l’influence de la biotine. Parallklement B ce systbme, il est en effet classique 
d’admettre la prdsence d’un systkme mitochondria1 responsable du mkcanisme d’klon- 
gation par addition d’une molkcule d’acktyl-CoA B un acide gras B nombre dCj8. Clevk 
d’atornes de Cl ) .  Seul le mkcanisme de condensation (sous la dkpendance du systbme 
non mitochondrial) utilise le CO, pour former le malonyl-CoA indispensable B son 
fonctionnement. L’emploi d’un inhibiteur de l’anhydrase carbonique, en l’occurrence 
l’acktazolamide, qui a entre autres effets celui de diminuer les rCserves en CO, dis- 
ponible de l’organisme, semblait donc tout indiqu6 pour bloquer prCfCrentiellement 
ce mCcanisme. 

D’autre part, quelques rksultats rkcents faisaient &at d’un certain pouvoir hyper- 
glyckmiant des salidiurCtiques2). On est donc en droit de se demander s’il existe une 
relation de cause B effet entre les modifications constatkes dans la synthbse des acides 

1) S. J. WAKIL, J.  Lip. Research 2, 1 (1961). 
2, 1’. KISSLL, (; DEBRY & J .  LECLERC, Th6rapic: 17, 1103 (1062). 
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gras et la glyckmie, et lequel de ces deux facteurs dkterminait l’autre. Dans le cas 
ou une inhibition de la synthkse se manifesterait, il semblait intkressant d’ktudier 
kgalement le comportement de la glycCmie et de la synthese des acides gras, si de l’in- 
suline Ctait donnke en association B l’adtazolamide. 

Partie expkrimentale. ~ Aprhs un rdgime sans graisse d’unc tlicainc clc jours, 150 souris 
cnviron de 18 L 22 g (au cours dc plusicurs cxpdriences succcssiucs) sont mises ii jeoner la vcille 
au  soir de l’experience. Le lendemain matin, clles sont r@alimcnt@cs a11 nioyen du  ni&nw ri:giinc, 
L voionte, pendant une tlemi-hcure. C)n interrompt, puis rcprcnd I’alimcntation (1 g) trcis quarts 
d’heure avant l’introduction de la substance marqudc. Celle-ci cst atlministrCc dans uric vcinc 
caudale e t  les animaux sont tuCs 30 s apr& l’injcction do I’acCtate o u  12 min aprks ccllc tlu glucosc. 
T*’insuline est administrdc par vole intrapCritont5ale ii raison dt: 4 U par animal, 60 min avant  lo 
sacrifice. 1,’acCtazolamide est donne soit per 0s (125 mg par souris 3 h avant l’ex6cution). soit en 
injection intraveineusc (10 mg par souris 27 niin avant l’cxkution).  Aprks ablation d u  foie, les 
carcasses sont trait6cs par KOH alcoolique lo%, lcs acidcs gras, cxtraits, et leur radioactivitd 
cst dcterminCe. I>ans certains cas, l’analyse Ctait poussCc plus loin : aprhs h y d r ~ x y l a t i o n ~ )  ct 
s6paration des differents acidcs saturCs par chromatographic sur c o l ~ n n e ~ ) ,  le pourcentagc dc 
ratlioactivite retrouvie dans chaque acitle Ptait cstinii. Les nicsures tlc glycdmic effcctu6es paral- 
li.lrnient on t  Cti:  faites selon la tcchniquc de € ~ A G E D O R N  e t  JENSEN. 

RBsultats. - Nous ne rapporterons ici que les rCsultats de trois skries d’essais 
d’inhibition par l’ac6tazolamide sur l’ensemble des cssais qui Ptaient tous concordants: 
deux skies B partir de glucose, et une B partir d’acktate, des renseignements iden- 
tiques ayant 6t6 obteiius au cours des autres essais (cf. tablcaux 1 et 3). 

Tableau 1. Actiorz de l’ac6tazolanzide szw la syrztlzhse des acides gras totuiin 
aprBs injection d ’ a c d t ~ t e - [ l - ~ ~ C J  

Les souris rqo ivent  125 mg d’ac6tazol;dniicle atlministrC per  os, 3 h avant l’injcction, de 20 pC 
d’acCtatc-jl-14Cj jdans une vcine caudalc 30 s avant l’cxdcution) 

carcasse p < 0,001; Ioie p = O,U5 

Carcasses Foies 
No dc Activitd totalc dcs .lctiviti totale des 

Groupcs souris acitles gras totaux acidcs gras totaux 
en cpm en cpm 

acCtazolaniide 1 
2 
3 
4 
5 

iiormal h 

810.000 
790.000 
990.000 
51 0.000 
780 oou 

3 000.000 
4.1 50.000 
2.020.000 
2.520.000 

54.000 
59.500 
47.300 
20.000 
72.100 

1 96.OUO 
67 .ooo 
73.100 

127 .000 

I. Ace‘tate. - a) Carcasses: tout d’abord on assiste k une baisse spectaculaire de la 
synthkse globale des acides gras (des valeurs n’atteignant que 10% de la synthhse 
normale ont pu mCme &tre observkes chez les animaux traitks). D’autre part, le pour- 
centage de radioactivitk retrouvk dans l’acide palmitique par rapport aux acides gras 
totaux est plus grand chez les souris lion traitCes que chez celles qui ont r e p  de 1’acB 

3, G. DUPUIS & P. FAVARGER, Helv. physiol. pharmacol. Acta, i l’impression 
4, G. A. HOWARD 62 A. J.  1’. MARTIN, Blochein. J. 46, 532 (1950). 
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Tableau 2. Actiorz de l‘acc’tazolanzide sur la synthhse de l’acide palmitzque 
Les valcurs sont exprimdes en centihmes de l’activitb des acides gras totaux retrouvke dans l’acide 

palmitique. 
1. Ac6tazolamidc administree per 0 s :  125 mg 3 h avant l’exkcution. Souris soumises prdalablc- 

2. ilcdtazolamide administrke par voie i. v. 10 nig/souris 27 inin avant l’exkcution, soit 12 min 
mcnt ?I un regime sans graisse. 

avant l’introduction du  glucose. Souris soumiscs prdalablenient i un regime normal. 

No de 1. aprhs injection NO de 2. aprhs injection 
Groupes souris d ’a~k ta t e - [ l -~~C]  souris de gluc~se-!U-~~C] 

acdtazolamide 1 52,8% I 26 % 
3 57 yo 2 29,6% 
5 34,4% 3 26S% 

4 42 % 
normal 

Tableau 3 .  Action de l’acdtazolamide sur la sylzthdse des acides gras totaux et  SUY la glycdlnie aprBs 
injection de g l t~ose-[U-’~C]  

Lcs souris repivent par voic intraveineuse 10 mg d’acbtazolamide 27 min avant I’axcicution ct 
Y pC de glu~ose-[~~CCJ 15 min plus tard 

Nombre Moyennes dcs activitds totales 
Groupes dc souris retrouvkes dans lcs ac. gras tot. (en cpm) Glycdmie 

I 303 I acdtazolamide 5 49.225 

0,001 < p < 0.01 0,001 < p < 0,01 
normal 5 226.375 I 209.25 I 

tazolamide (tableau 2). Ceci est donc en prksomption d’une inhibition prCfCrentielle 
de la synthkse de cet acide, synthkse que l’on sait &re sous la ddpendance du systkine 
non mitochondrial. Les diffkrences observCes entre les souris normales des 2 expC- 
riences tiennent vraisemblablement aux diffkrences de rCgime. On sait en effet que 
plus un animal posskde un taux ClevC d’acide palmitique dans ses rCserves, plus il en 
synthCtise5). 

b) Foies: Dans le foie, une inhibition nette de la lipogenkse a Cgalement BtC en- 
registrbe. Cependant on constate que le rapport de la radioactivitk des acides gras 
totaux de la carcasse A celle des acides gras totaux du foie passe en moyenne de 3,3 
pour les animaux non traiths 2 pour ceux qui ont r e y  de l’acktazolamide. La baisse 
de synthkse, quoique nette au niveau du foie, est donc moins marquhe qu’au niveau 
de la carcasse. 

11. Glucose. Les rCsultats obtenus avec 1’acCtazolamide sont en plein accord avec 
les prCckdents et paraissent encore plus nets. Cependant ici la dose d’acdtazolamide 
avait C t C  administrCe par voie i. v. et Ctait donc plus efficace. 

Le dosage simultank du glucose sanguin a rCvClC une hyperglydmie chez les ani- 
maux trait& a I’acCtazolamide. 

5 ,  S. Rous & P. FAVARGER, Helv. physiol. pharmacol. Acta 2/, 125 (1963). 
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Pour vkrifier l’existence d’une relation Cventuelle entre cette hyperglycCmie et 
l’inhibition de la synthhse, nous avons entrepris une sdrie d’expkriences h partir de 
souris ayant r e p  de 1’acCtazolamide.en association ou non h l’insuline (v. tableau 4). 

Un mkme blocage de la lipogenhse est observC chez les souris traitkes B l’adtazola- 
mide par rapport aux normales. Dans cette skrie de souris, l’insuline seule n’influence 
pas significativement la synthirse des acides gras h partir de glucose. Mais, fait assez sur- 
prenant, l’association d’insuline B l’acktazolamide lhve ].’inhibition exercCe par I’acCta- 
zolamide, et A un retour h la normale de la lipogenirse et de la glyckmie s’associe un 
retour B la normale du taux de synthkse des acides gras. 

Discussion. - Devant la diversit6 des facteurs pouvant intervenir dans la rCgu- 
lation de la lipogenhse et de la glyckmic, des difficult& s’klhvent pour l’interprktation 
de tels rksultats. 

Dans une sCrie d’essais, nous avons administrC du UNH, h la place de I’acCtazola- 
midc, ce qui nous a permis d’Climiner la contribution de l’acidose. Les pH sanguins 
obtenus Ctaient semblables dans les deux cas (moyenne 6,96), mais aucune baisse de 
la synthhse des acides gras n’a C t C  observke aprhs administration de ClNH,. 

Line confirmation de ce que l’action inhibitrice de I’acCtazolamide portait avant 
tout sur la synthhse de l’acide palmitique (autrement dit sur le mCcanisme de conden- 
sation), nous a 6tk donnke par l’examen de la radioactivitk retrouvde dans le carbo- 
xyle de ce meme acide. En effet, sous l’influence de l’acktazolamide une quantit6 
apprkciable de cet acide, contrairement h la normale, est synthCtisCe par le mCcanisme 
d’Clongation comme en tkmoigne la plus grande radioactivitk retrouvke dans son 
cnrboxyle (moyenne rle 29,8%, pour les souris traitdes h l’acktazolamide, contre 
15,2% chez les tCmoins). 

Un autre fait plaide en faveur de cette action prCfCrentielle de l’acktazolamide sur 
le mCcanisme cle condensation : l’accroissement des activitks spkifiques des acides 
non saturCs et stdarique (acides que l’on sait &re en grande partie synthCtisCs par 
lc svst&me mitochondrial), les chiffres observbs pour l‘acide stCarique atteignant ici 
des valeurs supCrieures A ceux de l’acide palmitique correspondant. 

Cependant, en raison de l’importance considkrable de la diminution de syn- 
thhse, il est difficile dadmettre que l’action de l’acktazolamide s’exerce uniquement 
sur ce systkme et l’on doit y voir un phCnom6ne beaucoup plus gCnkral affectant l’en- 
semble des mgcanismes intervenant dans la synthhst: des acides gras, en relation 
peut-etre avec l’hyperglyc6mie d’accompagnement. 

Que ccs anomalies se rktablissent sous l’action de l’insuline n’est pas pour simpli- 
fier Ic problkme. L’hypothhse d’une compktition de substrat, analogue B celle invo- 
qu6e pour l’iodacktamide, doit ktre rejetke. Car, si iiz vivo nous avons pu retrouver 
cumme iiz vitro m e  inhibition de synthksc B partir de 1’iorlacktamideG) et un rdta- 
blissement de cette synthhse sous l’action de l’insuline, l’analogie d’action entre ces 
deux substances semble s’arrcter lA, ne serait-ce que par le fait qu’iiz vivo l’arret 
de synthhse enregistrk avec l’iodacktamide n’est pas associC h une 1iyperglycCmie. 

I1 ne semble pas non plus ici que l’acdtazolamide exerce une action directe sur 
l’insuline. En effet, d’aprhs nos essais effectuks iil ziitro en vue d’estimer les quantitks 

6, I. A. MIRSKY ;U G. P m I x r n ,  I3iochim. biophysica Acta 3, 490 (1962); S. IZOUS & P. FA- 
VARGER, Helv. pliysiol. pharmacol. AcCa, 1 l’impression. 
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de glucose pr6levCes au milieu par du tissu adipeux inguinal en prCsence et en l‘ab- 
sence d’acCtazolarnide, l’hyperglyckmie ne parait pas etre imputable k un trouble de 
la perm6abilitC cellulaire. 

Cette constatation exclut en l’occurrence 1’6ventualitC d’une action au moins 
extra-cellulaire diffdrente pour l’insuline endoghe et l’insuline exoghe, les avis 
Ctant unanimes i reconnaitre a l’insuline une action facilitant la p6n6tration intra- 
cellulaire du glucose. 

Ceci Climine egalement la possibilitC d‘une action de l’adtazolamide sur le zinc 
de l’insuline. De mCme une action directe sur les ph6nomknes de pCn6tration ne peut 
Etre admise, puisque mCme au niveau du foie, ou la pCnCtrationdes sucres s’effectue 
sans difficulte, une inhibition nette de la synthitse des acides gras a 6t6 observCe. 
On peut attribuer l’affaiblissement de cette inhibition dans le foie i la presence 
dans cet organe de mitochondries en plus grand nombre. Leurs fonctions enzy- 
matiques, au moins celles responsables de la synthhse des acides gras, doivent Stre 
en effet moins sensibles A l’acCtazolamide, puisqu’elles n’utilisent pas le malonyl- 
CoA. IJn autre fait mCrite d’Ctre signal6 en rapport avec l’action de l’insuline au 
niveau du foie: contrairement B ce qui se passe pour la carcasse, l’insuline ne sup- 
prime que tr&s partiellement l’influence inhibitrice de l’ac6tazolamide. Ceci sou- 
ligne une fois de plus l’action surtout pkriphkrique de cette hormone. 

Conclusion. - L’ac6tazolamide exerce une action inhibitrice sur la synthgse des 
acides gras. Tout en affectant prCfCrentiellement le m6canisme de condensation (acide 
palmitique), cette action doit aussi - vu son importance - porter sur les autres mCca- 
nismes. Cette inhibition qui peut Stre levCe par administration d’insuline semble re- 
lever d’un dCfaut d’utilisation des sucres, tkmoignant vraisemblablement d’un mau- 
vais fonctionnement du cycle tricarboxylique et non d’une action directe ou indirecte 
au moins extra-cellulaire sur l’insuline. Un ralentissement des combustions cellulaires 
(glucose) ou un accroissement de la glycogholyse paraissent rnoins probables. 

Ce travail a &t& cxdcutd grlcc 5 unc sn1)vr:ntion d u  FONDS NATION:IL SUISSE UE LA RECHERCHE 

SCIENTIFTQUE, & Berm. 

SITMMhKY 

Mice were given acetazolamid orally or intravenously. Some of them were also 
given simultaneously insulin intraperitoneally. The synthesis of radioactive fatty 
acids was measured after injection of acetate-[l-14C] or glu~ose-[U-~~C]. Administra- 
tion of acetazolamid inhibits significantly the synthesis of fatty acids and hyper- 
glycemia can be observed. The synthesis of palmitic acid is preferentially inhibited. 
Insulin injection suppresses this inhibition. These results are discussed in connection 
with a more specifical action on the non mitochondria1 condensation system. 

Institut de Biochimie mCdicalc 
de l’Universit6 de Genkve 




