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LOCALISATION INTRACELLULAIRE DES CHOLINESTERASES 

I. FOIE DE QUELQUES MAMMIFt~RES* 

par 

R. G O U T I E R * *  E~ M. G O U T I E R - P I R O T T E  

Inslitut L~;on Fredericq, Physiologic, el Laboratoire de Pathologie G~ndrale, 
Universitd de Li@e (Belgique) 

INTRODUCTION 

On connMt depuis longtemps l'importance physiologique de l'ac~tylcholinest6rase, 
ou cholinest~rase vraie de MENDEL et CO11.22, ~, dans la transmission de l'infiux nerveux 
k la plaque motrice des muscles strips et dans le Ionctionnement du syst~me nerveux 
autonome cholinergique. Le r61e de la cholinest~rase non sp~cifique, ou pseudo-cholin- 
est6rase, 6tait demeur6 plus obscur. 

Toutefois, cet enzyme connalt nn regain d'int~r~t depuis qu'on lui a d~couvert une 
sensibilit6 plus grande que l'ac~tylcholinest6rase vis-k-vis de certains inhibiteurs organo- 
phosphor~sl4, ~ et des rayons X 7. 

La pr~sente ~tude de la distribution intracellulaire des cholinest~rases nous a paru 
la premiere ~tape n~cessaire ~ la connaissance du m~canisme d'inhibition des choline- 
st~rases k l'6chelle intracellulaire, par les inhibiteurs organo-phosphor6s. ZACKS ET 
WELSH 3°, par la technique de centrifugations fractionn~es sur le foie de rat, ont trouv~ 
une forte activit~ cholinest~rasique sp~cifique des mitochondries. Contrairement ~ ces 
auteurs, nous avons suivi la technique classique de fractionnement (ScI-INEIDER 27) et 
nous avons mis au point une m~thode de calcul des activit6s enzymatiques qui permet de 
chiffrer le contenu enzymatique de chaque fraction en pour cent du tissu de d@art. 
Les r~sultats obtenus s'~cartent de ceux de ZAcI;s ET WELSH, car nous localisons la 
majeure pattie des cholinest~rases au niveau des microsomes chez le foie de rat, de 
cobaye et de lapin. 

TECHNIQUE 

I. Fraction~ement de tissu. N o u s  avons  util is~ des rats a lbinos  femelles,  dont  le foie renferme 
plus de chol inest6rase que celui du m~le  26, des cobayes  et des lapins,  tous  adultes.  Les a n i m a u x  
sont  nourris  jusqu'~ la derni~re heure,  car un jeflne, mSme de courte  dur6e, provoque  une chute  
rapide du t a u x  de chol inest6rase h6pat ique  (HARRISON ET BROWN13). Quelques  minutes  a v a n t  d'6tre 
sacrifi6s, les lapins  seuls ont  requ une  inject ion d'h6parine pour faciliter la perfusion du foie. Les 
a n i m a u x  sont  tu6s par un  coup sur la nuque  et saign6s par sect ion des gros va i s seaux  du cou. Le 
foie est t o t a l e m e n t  excis6 et perfus6 sous pression par le bile sus-h6pat ique  ~ l'aide du so lvant  qui  
servira au f rac t ionnement  (sucrose 0.25 M ou NaCI o.15 M), pr~alablement  refroidi en glaci6re. 
L'homog~n6isation est faite en chambre froide, selon la technique de B~ERTHET ET DE DOVE ~, en 
sucrose o.25 M ou o.88 M, ou en NaCl o.15 M. Les temps de broyage du tissu varient d'un animal 
/~ l'autre: 3 fois 2 minutes pour le rat et le cobaye, 4 lois 4 a 8 rain pour le lapin. L'homogdnat ainsi 
obtenu contient IO ~ 20 % de cellules enti~res qui pr6cipitent avec les noyaux; sa concentration 
est de I g de foie pour 5 a io ml d'homog6nat. 

* Note  pr61iminaire: R. GOUTIER ET M. GOUTIER-PIROTTE 12. 
** Aspirant  du Fonds  Nat iona l  de la Recherche  Scientif ique.  
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l.es sch6mas de f ract ionnement  sent celui de .~CHNEIDER 27 l)onr les milieux isotoniques, et celui 
de  HOGEBOOM, SCHNEIDER ET I)ALLADE TM l )our  le milieu hyper tonique  (sucros~ o.S8 3/), avec cette 
(tittdrence quc dans les deux milieux, les microsom(s  ont dt6 sddimentds 5 l<)l,coo g pendant  9o rain, 
et que les mitochondries  ont  dtd prdpardes ~eh)n la techniqm~ de J xcKsox ~! c(d/. 1!~. l.es noyaux s(mt 
centrifugals dans une Sorvall placde en ehaml)re fr¢)ide: mit()che)ll(Iries t't micr()s(ml(~s s,)nt t)rdpar('s 
dans une Spinco pr6parat ive r(:frigdrde. 

_,. Tests e~z3,matiques. L'activit(: cholinestdrasiqne de l'hom<)g('nat et des [factions est me.surde 
manolndt r iquement  dans l 'appareil  de Warburg  it 37 C ,  selon la technique d'A.~tsIoN 1, nlo(lifi6e par  
AUGUSTINSSON 2,a. \:~)iei les subs t ra t s  ('ml)h~yds et les concentrat ions tinah, s rdalisdes dans le godet 
de \Varburg : 

.\cdtyl-/~-mdthylcholine (Mdch(~lyl: Sanders, I~ruxelles) o.o 3 :l/ l)()ur ]tl recherche de l'acdtyl- 
eholinestdrase ; 

I~enzoylcholine (Roche, l~51e) o.oo~ 31 et o.o24 31 pour  la recherche de la cholinestdrase non 
sp6citique. 

.\cdtylcholine (Lab. Biergon, Liege) o.o25 AJ. 
l.e subs t ra t  est dissous dans le milieu d 'homogdndisat ion renfermant  o.o 3 31 NaHCO~ ; la solution 

de subs t r a t  est saturde en CO 2 par  barbotage du mdlange 95 % N9 5 % C()e, avanl  d'dtre introduite 
dans le godet de rdaction; le pH, au t)HmStre B1~c~Max~,- est de 7.35- 

Les fractions d 'organes  riches en cholinestdrase (fete ¢le c<)baye), (h)nt ¢m introduit  moins de 
o. 4 ml sur  nn total (le 2 lnl, sent  s implement  aj ustdes i~ t)tt 7.35, sans tamp¢)n ; un manomStre t6moin 
contenant  la fraction et le solvant,  sans subs t ra t ,  nlontre que l 'absence de t a inponnement  de la 
fraction ne provoque (tue de faibles absorpt ions  c)u ddgagements de CO a, dent  nous tenons compte,  
cependant.  

Les fractions d 'organes  pauvres  cn cholinestdrase (fete (1(2 rat  et ¢te lapin), dent  il faut employer 
de o. 4 t~ l.t) ml, sent  tamponndes  par  additi<m de NaHCO a (o.o 3 M de concentrat ion finale) et satu- 
ration en CO 2 par  barbotage  (N 2 CO2) rendu possible gr'~cc ~ une graisse ant imousse sans action 
sur la cholinestdrase (dmulsion silicone Dew Corning "Antifl)am AF")  ; le p H e s t  de 7-35. Les mano- 
mbtres sent  gazds par  le mdlange X, 2 CO 2 a \ a n  ¢ d't~tre placds dans le thermosta t .  

l.'activite} enzymat ique  est ddfinie par le d( 'gagement de CO 2 en 3o rain, iu sur la pente du 
ddgagement initial en fonction du temps,  pour  le fete de cobaye et le lapin, ou sur  le tract  ~ m6me 
(In ddgagement si celui-ci est unc ligne <lroitc (fete de rat). En sous t rayan t  de cette valeur celle de 
l 'hydrolyse non enzymat ique  en 3 ° rain et celle que donne dans le m£~me temps  le manom~tre tdmoin 
contenant  la fraction et le solwmt,  sans substrat ,  on obtient  la valour du ddgagement enzymat ique  
en 3 ° min (b 3o). 

3. Courbes d'gtalonnages. Les b 3 ° n e  peuvent  servir tels quels "~ l 'dtablissement du bilan en- 
zymatique,  car la relation entre l 'activit~ cholinestdrasique et la concentrat ion en cholinest~rase 
n 'est  t)as lindaire. Nous avons donc, pour  chaque espbce de tissu employd, ~talonn6 l 'enzyme en 
mesuran t  les b 3 ° de quant i t6s  croissantes d 'homog~nats .  Les b 3o sent  port6s en ordonndes et la 
quant i td  pipet6e d 'homogdnat ,  en abscisses. La courbe d 'dtalonnage ainsi obtenue pour  un subs t ra t  
b. une concentrat ion donndc est une courbe valable non seulement pour  t ous l e s  homog6nats  du mdme 
organe d 'une espbce animale, mats aussi pour  routes les fractions obtenues ~ par t i r  d 'un  homog~nat  
de cet organe. 

l£n prenant  comme unitd arbitraire,  sur t 'axe des abscisses, une quanti t~ d '0nzyme donnan t  
un peti t  d6gagement de CO~, nons pouvons  traduire en unit~s de cholinest~rase le b 3 ° trouv~ pour  
chaque quant i td  de fraction pipet6e dans le godet de \Varburg. On calcule ensuite par  r~gle de trois 
le nombrc  d 'unitds de cholinestdrase contenues dans l 'homog~nat  et les fractions d 'un  certain poids 
de tissu frais (~ g): la teneur  en cholinestdrase des fractions peut  alors 5tre exprimde en % de celle 
de l 'homogSnat  (c'est ce que renseignent nos tableaux).  

Simple outil de calcul, l 'unitd de cholinestdrase correspond /~ tin certain nombre  de /~1 de CO 2 
ddgagds en 3o rain; pour  chiffrer la teneur en cholinest~rase des homog6nats,  nous remplacerons 
s implement  le hombre  d 'unitds arbitraires de cholinestdrase par  le nombre  thdorique de /21 de CO 2 
auqucl il correspond. 

4. Dosages chimiques. Apr~s min6ralisation lente ~ l'acide sulfurique sdl~ni6, dosages d 'azote 
au I,;jeldahl et d o s a g e s  de P total  selon MACHEBOEUF I".T DELSAL 21. 

m,:S~L'l' \l 'S 

Z. Fete  de ra t  

Le fe te  de  r a t  r e n f e r m e  les d e u x  t y p e s  c l a s s i q u c s  de cho l ines t (~rase  a v e c  p r ~ d o m i -  

n a n c e  de  c h o l i n e s t d r a s e  n o n  s p 6 c i f i q u e  (S.~w,FER VZT EW;RETT°"6). 

L ' a c t i v i t d  d ' u n  h o m o g 6 n a t  de fete  de  r a t  es t  a s sez  fa ib te :  elle n ' e s t  q u e  de I 0 0  ~t 30o 

~1 CO 2 en  3o  r a in  p a r  g de  fe te  f r a i s  p o u r  la c h o l i n e s t 6 r a s e  n o n  sp6c i f ique ,  e t  de  5o k i 2 0  
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t,1 pour l 'ac6tylcholinest&ase. De 1~ d6coulent la m6diocre pr6cision des mesures et la 
reproductibilit6 peu r6guli4're des rdsultats. Trois fract ionnements  complets sont expos6s 
dans lc Tableau I. 

T A B L E A U  I 

I ) I S T R I B U T I O N  I N T R A C E L L U L A I R E  D E S  C H O L I N E S T I ~ R A S E S  D U  F O I E  D E  R A T  F E M E L L E ,  E N  S U C R O S E  O . 8 8 : ~ 1  

C o n t e n u  e n z y m a t i q u c  d e s  f r a c t i o n s  en  ?') de  ce lu i  d e  l ' h o m o g 6 n a t .  

l¢tl  1 e 

qtthslral dch.  t~zl h. 3lech. t3zch. .~lech. Bzch. 

N o y a u x  17. 5 18 o 18.6  13 3 ° 
~ I i t o c h o n d r i e s  21.5 22.5  4.3 O t 4.8 8.5 
.Xl icrosomes 47 ..5 43 .7  56 64 37 3 t -5 
S u r n a g e a n t  o O o o 22 [ 4,3 

B i l a n  80-5 93 .2  60.  3 91 .6  86 .8  84. 3 

(a) Rdcup&ttio,~ enzymatique 

D'apr~s le Tableau I, la r6cup6ration enzymat ique apr6s le f ract ionnement  est moins 
bonne pour l'ac£,tylcholinest6rase que pour la cholinest6rase non sp6cifique. C'est avec 
certaines rdserves que nous consignons les r6sultats obtenus sur l 'acdtylmdthyleholine 
(Mech.): les ddgagements lus aux manom~;tres sont tr~s faibles, et les b 3o dftermin6s 
avec une erreur de 5 "a lO%. L 'erreur  s 'accroit  encore lorsqn'on calcule, par l ' inter- 
m6diaire des courbes d '4talonnage, le nombre d 'unitds d'ac6tylcholinestdrase des 
fractions. Disons, ~ notre d6charge, que les mdthodes histochimiques ne sont pas assez 
sensibles pour d&eler  les cholinestdrases du foie de rat  (GEREBTZOFFn). 

La cholinest6rase non sp&ifique ddveloppe une activit6 ~t peine deux fois plus forte 
que celle de l 'ac6tylcholinestfirase ; ni R.\VlN et co1134 ni GEREBTZOFF n ne sont parvenus 

la mettre  en 6vidence histochirniqnement dans le foie de rat. 
Le bilan dfficitaire ne peut  fitre expliqu6 par  une inact ivat ion au cours du temps, 

bien que les mesures durent  souvent plus de deux jours: apr~'s trois jours de conservation 
en glaci~re, les fractions ont gard6 toute  leur activit6. La plus grande par t  de respons- 
abilitd incombe, en rfialit6, aux pertes de mati6res au cours du fract ionnement  : celles-ci 
se montent ,  d 'apr6s les dosages d 'azote  et de phosphore total, ~ I o %  au moins. 

D'apr~s les Tableaux I e t  I I ,  en expr imant  par rapport  ~ I 'N ou an P total le bilan 
des cholinestdrases, nous rficupdrons la presque totalit6 de l 'enzyme de l 'homog6nat.  

(b) Activitd des [ractions 

i. Noyaux. La fraction noyaux  renferme en moyenne 22% de la cholinest6rase non 
spficifique. La valeur 61evde de 3o% t rouv& chez le rat n ° 3 (Tableau I), coincide avec 
une tenenr en N anormalement  forte de la fraction (rat n ° 3, Tableau I I ) :  sans doute 
cette fraction contient-elle un hombre de cellules enti~res et de mitochondries aggluti- 
ndes plus dlev6 que d 'habi tude.  Lorsqu 'on  mesure l 'activit6 cholinest6rasique du culot 
de celhfles enti~res s6diment6 apr6s 5 rain ~ 500 RPM ~ la centrifugeuse Sorvall, "~ part i r  
d 'un  homog6nat  de foie de rat, on s 'apergoit  que la par t  prise par les cellules non 
broydes dans l 'activit6 de la fraction noyaux  est de IO ~ I5°//o (de l 'activit6 totale de 
l 'homog6nat) .  Si les homogdnats  sont toujours pr6parfs de la m~me fa~on, ce pour- 
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centage reste assez constant. Par contre, la contamination des noyaux par les mito- 
chondries varie certainement d'un fractionnement ~t l'autre, en fonction notamment,  de 
la dur6e de la perfusion du foie ; il est impossible de l'appr6cier quantitativement.  Comme 
Font constat6 HERS et coll. ~'~, elle cst tr6s peu r6versible. Le Tableau I I I  montre  que, 
malgr6 4 lavages, le taux de cholinest6rase de la fraction noyaux diminue peu. 

T A ] 3 L E A  U I f  

DOSAGES D'AZOTE ET I)E PHOSPHORh; TOTAL DU FOIE D]'2 R~T 

R6sultats e x p r i m d s  e n  m g  p a r  g de  foie frais. 

Rat z 

Element dosd _\' 

Homog6nat I 9 . 9  
Noyaux 4.55  
Mitochondries 2.63 
Microsomes 3.o5  
Surnageant 6 .88  

2 ,, 

.\' N . . . .  p l'/'.\ ' 

18.9 23 .25  2 .15 0 . 0 9 2  
4 .6  8 .75  o .74  o . o 8 5  
1.88 3 .65  o .35  o . o 9 5  
3 .4  3 . l o  o .4o  o . 1 3 o  
7 .62 4 .65  o .47  o .~oo  

Bilan 17.11 i7 .  5 2o .15  ~ .96 
(85, 5 %)  (92 .6  % )  (87 % )  ( 9 1 % )  

(A n o t c r  le r a p p o r t  P / N  61ev6 caractdrisfique de la fraction microsomes). 

T A B L E A U  I I I  

EFFET DES LAVAGES DE LA FRACTION NOYAUX DU FOIE DE RAT SUR LA TENEUR EN CHOLINEST]~RASE 

Teneur enzymatique en % de celle de l'homogdnat. 

5ubstrat Mech. Bzch. 

Noyaux lav6s 2 lo i s  8. 7 13 
N o y a u x  l a v 6 s  4 fois  6 i i 

A l'examen microscopique, il reste encore de nombreuses mitochondries agglutin6es 
parmi les noyaux  lav6s 4 fois. Nous ne pouvons eonclure ici ~ la pr6sence ou ~ l'absence 
de cholinest6rase sur les noyaux.  Les techniques histochimiques ne sont malheureuse- 
ment pas assez sensibles pour d6celer les cholinest6rases du foie de rat. Sur d'autres 
tissus et d'autres animaux, eependant, elles n'ont jamais r6vel6 la pr6sence d'est6rase ou 
de cholinest6rase au niveau des noyaux (pour les est6rases: HOLT ET WITHERS 17, 
B A R R N E T T  ET S E L I G M A N  5, B A R R N E T T 4 ;  pour les cholinest4rases: K O E L L E  2°, R A V I N  et 
co1134, GEREBTZOEFI°,n). 

2. Mitochondries et microsomes. En I951, ZACKS ET WELSH 3° ont localis6 principale- 
ment sur les mitochondries, les cholinest6rases du foie de rat. Le d6saccord entre leurs 
r6sultats et les n6tres r6side, croyons-nous, dans les diff6rences entre les techniques de 
fractionnement employ6es. En centrifugeant pendant 15 min k 16,ooo g l'homog6nat en 
sucrose 0.25 M d6barrass6 des noyaux,  ZACKS ET WELSH entrainent une partie des 
microsomes avec les mitochondries: le fait qu'ils ne trouvent aucune activit6 ac6tyl- 
cholinest6rasique dans les microsomes en est une preuve (nous y trouvons de 3o 5~ 56 % 
de l'ac6tylcholinest6rase de l'homog6nat). En sucrose o.25 M, la vitesse pr6conis6e par 

B i b l i o g r a p h i e  p.  3 6 9 .  
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SCHNEIDER 27 et adopt~e par beaucoup d'auteurs (et par nous), est de 8,5oo g pendant 
IO min. C'est aussi h 16,ooo g mais pendant 9 ° min que ZACKS ET WELSH pr6cipitent les 
microsomes: il reste tr~s probablement des microsomes dans leur fraction soluble, car il 
en reste encore apr~s une centrifugation de 9 ° rain k 2o,ooo g (CHANTRENNE 8, HUSEbY ET 
BARlquMlS). D'apr~s le Tableau I, c'est au niveau des microsomes et non des mito- 
chondries que l'on retrouve la majeure partie des cholinest6rases du foie de rat. Les 
chiffres donn6s pour les trois dernit~res fractions dans le Tableau I concernent granules 
et surnageant de l'ensemble des cellules broydes: il s'agit lk de valeurs minimales, car 
lO h 15°o des cellules 6chappent au broyage (voir plus haut) et s6dimentent avec les 
noyaux. La teneur relative en cholinest6rase des fractions autres que la fraction noyaux 
en sera rehauss6e d'autant,  k condition que les esters de choline (substrats employ6s) 
p~n~trent ~ l'int6rieur des cellules enti~res. C'est ce qui arrive, ainsi qu'on peut s'en 
rendre compte, en pr@arant un homog6nat k l'aide d 'un broyeur en Teflon, mati(~re 
plastique moins dure que le verre et laissant une majorit6 de cellules non t~roy6es: 
l'acti~dt6 cholinest6rasique d'un tel homog6nat, dilu6 dans du sucrose isotonique, est 
identique "k celle d'un homog6nat dilu6 dans de l'eau distill6e et oh, par plasmolyse, 
toutes les membranes cellulaires sont rompues. 

3. Surnageant. Le taux de cholinest6rase de la fraction soluble du foie de rat est, 
en r6alit6, difficile ~ d6terminer exactement. Son activit6 est trbs faible, surtout vis- 
h-vis de l'ac6tyl-/3-m6thylcholine. Une fa~on de r6soudre le probl~me consiste tt s6di- 
menter routes les fractions en un seul eulot, en centrifugeant l'homogfinat pendant 2 h 

lO4,OOO g: on obtient ainsi un surn~geant non dilu6 par les lavages, d'activit(, plus 
grande et, done, plus facile ~ mesurer, renfermant 7% (~c 2) de la cholinestbrase non 
sp~cifique. 

(c) Etat acti/ ou latent des cholinestdrases 

Nous avons 6tudi6 l'influenee du pH et de la pression osmotique sur des homog6nats 
de foie de rat. 

I. Pression osmotique. Nous homog~n6isons 4 g de foie de rat dans 12 ml seulement 
d'eau bidistill6e; en guise de t6moins, 4 g de foie sont homog6n6is6s dans 12 ml de 
sucrose 0.88 M. Les deux homog6nats sont laiss6s 24 h en glaci~re. Au moment des 
mesures, on ajoute h chaque homog6nat I2 ml d'une solution de sucrose de concentration 
telle que la concentration finale de sucrose soit 0.88 M dans les deux cas. Alors que les 
granules sont d6sagr~g~s apr~s un s~jour de 24 hen  eau bidistill~e, on ne constate aucune 
modification de l'activit6 ac6tylcholinest6rasique et non spfeifique. 

2. Le pH. - - -deux  6chantillons d 'un m~me homog6nat sont conserv6s en glaci~re, 
l 'un k pH 7.35, l 'autre k pH.5, pendant 24 h. Au moment des mesures, les deux pH sont 
rajust6s ~ 7.35. Ires r6sultats obtenus pour les deux homog~nats sont identiques. 

Ni la fragilisation des granules ~ pH 5, ni leur ~clatement en eau bidistill6e, n'activent 
ou ne lib~rent des cholinest6rases. II n'existe done probablement pas de eholinestdrase 
k l'6tat inactif dans le foie de rat. 

Les exp6riences ci-dessus ont dt6 faites sur des homog~nats de foie et non sur les 
fractions isol6es: elles ne nous renseignent done pas sur la solidit~ du lien unissant 
l 'enzyme aux gantries. Le foie de cobaye nous donnera cependant une indication k ce 
sujet: en NaC1, la cholinest6rase n'est pas d6tach6e des granules et la teneur en enzyme 
du surnageant n'est pas augment6e; cela implique une certaine coh6sion entre enzyme 
et granules. 

13ibliogvaphie p. 369. 
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2. Foie de cobaye 

Le foie de cobaye  ne renferme pas  d 'aca ty lchol ines tdrase .  Par  contre,  sa benzoyl-  
chol inestarase (S.kWYER '5) est tr~':s ac t ive  et p rovoque  des ddgagements  de l 'o rdre  de 
2,ooo h 2o,o0o /~1 CO 2 en 3o min par  g de foie frais. C e s t  toujours  sous l ' aspect  d 'une  
courbe clue se prdsente le t raca graphique  des ddgagements  de CO 2 en fonction du temps.  

Le Tab leau  IV donne les r(,sultats des f rac t ionnements  complets  op&ds dans  t rois  
so lvants  diffarents.  Au cours du f rac t ionnement  en sucrose o.8S M, on a prapar6 une 
fract ion in te rmddia i re  entre  mi tochondr ies  ct microsomes:  le surnageant  des mi to-  
chondries  a at(? centrifugal pendan t  IO m i n h  20,ooo g; le dacan ta t  de cet te  cent r i fugat ion  
a dt6 ensui te  sonmis "t IO4,OOO g pendan t  2 h pour  ob ten i r  les microsomes.  

T A I a L E A I "  |\," 

DISTRIBUTION INTRACELLULAIRE I)E LA I{ENZOYLCHOI.INESTI~RASE DU I"OIE I)E C O B A Y E  

C o n t e n u  e n z y m a t i q u e  d e s  f r a c t i o n s  en  "o  d e  c e l u i  t ie  l ' h o m o g d n a t .  

Nol~,a~l sltl'roxl, l~.oNs .I] SltCYl)se o.25 .1[ .\ 'a('/  o.I 5 ,][ 
Nubslr~l (1Jzck.) ¢~.ot~ 31 o.()24 81 (i.o2.1 3I 

N o y a l l X  5.2  i o 52 
M i t o c h o n d r i c s  : 2 l 8 L 7 
F r a c t i o n  i n t c r m d d i a i r c  , o  

M i c r o s o m e s  37  5S 2o .5  
S u r n a g e a n t  5 ~ 3 .8 

1 ~i lan  : 79.2  87 o 3 . 3  

La tcneur  de la fract ion noyaux  en cholinestarase var ie  de 5 h I o % ,  en solvant  
sucrose. Les cellules entid'res, r e l a t ivement  peu nombreuses  ici, n ' i n t e rv i ennen t  pas  
beaucoup  dans  le pourcentage  observ& Par  contre,  la con tamina t ion  par  les mi to-  
chondries,  inavi tab le  et i rr6versible (voir foie de rat) ,  est assez impor tan te ,  comme l 'ont  
mont ra  les contr61es microscopiques.  L ' agg lu t ina t ion  des granules  est max imale  en 
NaC1, et c 'es t  ce r t a inement  h une large con tamina t ion  par  les mi tochondr ies  et su r tou t  
pa r  les microsomes agglomards qu ' i l  faut  a t t r i bue r  le chiffre de " o: 32/o t rouv6 pour  la 
f ract ion noyaux  en NaC1. La  technique de f rac t ionnement  ne nous pe rme t  pas  de 
conclure h la prasence de cholinestfirase sur les noyaux .  Rappe lons  seulement  la nfiga- 
t ivi t6  des raact ions  h is tochimiques  au niveau des n o y a u x  (voir foie de rat) .  

Les microsomes possbdent  la maieure  pa r t i e  de la benzoylchol ines tarase .  La  fract ion 
in te rmadia i re ,  isolae dans  la premiere  exparience du Tab leau  IV, correspond h ce s~diment 
non tassfi qui recouvre  l~chement  le culot  de mi tochondr ies  et que JACKSON et c o l l P  oa t  
di t  ~tre de na tu re  microsomiale .  Dans  les deux f rac t ionnements  en sucrose, les micro- 
somes renfermera ient  donc de 47 & 58 % de la chol inestarase totale .  En  NaC1, pa r  contre,  
une grande  par t ie  des microsomes,  agg lu t in& aux noyaux ,  ont  sadiment6 avec ceux-ci.  

On ne peut  a t t r i bue r  k une simple con tamina t ion  la teneur  en chol inestarase des 
mi tochondr ies :  d ' apras  cer ta ins  auteurs ,  des t a u x  de zo ~ I 2 %  trouv6s sur les mi to-  
chondries  sont  assez faibles pour  relever  d 'une  con tamina t ion  (De DuvL 9 pour  la 
g lucose-6-phosphatase  ; SCnNEInER ET HOOEBOOM 2s pour  la dashydroganase  isocitrique) ; 
Inais nous t rouvons  une moyenne  de I9°/o de cholinest6rase sur les mi tochondr ies ;  
celles-ci en cont iennent  done un peu 6galement.  

L~ibl, ,og,~,t[,hic g .  ~69.  
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De ses 6tudes histochimiques pr6cises, GEREBTZOFF 11 conclut r6cemment que la 
benzoylcholinestfrase du foie de eobaye se loealise "dans le eytoplasme m~me des 
eellules parenchymateuses, sans qu'on puisse la rattacher ~i des organites tels que le 
chondriome ou l'appareil de Golgi". Ainsi est 6tablie, par deux techniques diff6rentes, la 
loealisation majeure de la benzoylcholinest6rase sur les microsomes du foie, chez le 
cobaye. 

Le surnageant ne contient que 4°'0 environ de la benzoylcholinest6rase totale. 
II n'est pas exclu que de petits microsomes 6chappent "& la derni6re centrifugation de 
9 ° minh  lO4,OOO g et qu'ils soient responsables de l'activit6 mesur6e. II est pen probable 
que celle-ci provienne de molfcules d'enzyme arrach6es des granules au cours du 
fractionnement, car en NaC1, contrairement "ace qui se passe pour d'autres enzymes 
sans doute moins fortement fix6s h leur support (BERTHET ET DE DUVF-6), la quantit6 
de cholinest6rase pr6sente dans le surnageant est la m6me qu'en sucrose. 

Comme dans le cas du foie de rat, le d6ficit de 8 ~ 2o % trouv6 sur le bilan enzyma- 
tique n'est pas dfi ~ une inactivation au cours du temps, car l'activit6 cholinestdrasique 
des fractions ne baisse pratiquement pas apr6s deux ou trois jours de si;jour en glaci6re. 
La perte de matibres enest  responsable, pour la plus grande part. 

3. Foie de lapin 

La cholinest6rase non spdcifique du foie de lapin serait, en rdalit6, d'aprhs SAWY~'.'R 25, 
une benzoylcholinest6rase. Quoique son activit6 soit un pen plus forte dans le foie de 
lapin que dans le foie de rat, elle ne d6passe pas 5o0 h 6oo/,1 COn en 3o min par g de foie 
frais. Contrairement au foie et au plasma de rat, c'est l'aeftylcholinest6rase qui prd- 
domine dans le foie et le plasma de lapin; elle provoque des d6gagements de l'ordre de 
8oo 5~ IOOO /xl CO2 en 30 min par g de foie frais. Pour les deux eholinest6rases du foie de 
lapin, les d6gagements de CO2 en fonction du temps s'inscrivent sur une courbe et non 
sur une droite comme chez le rat. Le pourcentage de cellules non broyfes s'est chiffr6 h 
15 et I8% pour deux homogfnats difffrents. C'est en adoptant un taux minimum de 
I5 % de cellules entihres, et en le retranchant donc de la fraction noyaux et de l'homo- 
g6nat, que nous obtenons les valeurs du Tableau V. 

Comme chez le rat, les deux types de cholinestfrase se distribuent d'une fa¢on assez 
semblablc. 

C'est bien encore au niveau des microsomes que se retrouve la majeure partie (plus 
de 5o%) des cholinest6rases du foie de lapin. 

T A B L E A U  V 

DISTRIBUTION INTRAGELLULAIRP~ DES CHOLINESTERASES DU FOIE  DE LAPIN,  EN SUCROSE 0 .2  5 :1 . i .  

T e n e u r  e n z y m a t i q u e  des  f r a c t i o n s  en  % de celle de  l ' h o m o g 6 n a t .  

L a p i n  • z 

,qltbstrat lqwh. 3lech. Bzch. .Hech. 

N o y a u x  r3 .  3 13.2 13.0 4 .8  
M i t o c h o n d r i e s  34. ~ 17.5 t 4.9 t 7. i 
Micr ( ) somes  55.3 03-S 53 .2 52.3 
S u r n a g e a n t  o o t9 .3  l 8.o 

B i l an  : Io2 .7  94.5 I O I  9 2 . b  
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La valeur moyenne de 17 X 20°; trouvde sur les mitochondries est trop dlev6e pour 
~tre attribu6e ~t une contamination (cfr. cobaye). 

Le surnageant du deuxi~me fractionnement est plus riche en eholinest6rase que 
celui du premier. Comme le premier homog~nat a 6t6 pr@ar~ par 4 broyages dc 4 min 
et le second, par 4 broyages de IO min chacun, nous nous sornmes demand6 si les mito- 
chondries n'avaient pas ~t6 lfis~es en beauconp plus grand nombre dans le second cas, 
et perdu ainsi leurs cholinest6rases au profit de la fraction soluble. Nous avons alors 
proc~d6 5~ l'exp@ience suivante: 5 g de tissu (foie de lapin) sont broy6s en une seule lois 
pendant 5 min au tube de Potter en sucrose o.25 31r, et 6tendus "t 5o ml, comme d'habi- 
rude; on s6dimente noyaux et ddbris cellulaires en centrifugeant l'homogdnat pendant 
IO min ~ 6oo get  on 6carte le culot. La moiti6 du surnageant est broyde au Potter pendant 
15 min; l 'autre moiti6 sert de t6moin. Toutes deux sont alors centrifng6es ~t Io4,ooo g 
pendant 9 o min: on constate que l'activit6 des deux fractions solubles est la m~me. Par 
cons6quent, le broyage au Potter ne semble pas dfitacher la cholinest@ase des mito- 
chondries par d~sint6gration de celles-ci, contrairement ~ ce que BERTH~T ET DF~ DUW; 
ont observ6 ~ propos de la phosphatase acide. I1 est possible que Ia cholinest@ase de la 
fraction soluble du deuxibme fractionnement (Tableau V) ait 6t6 arrach('e aux granules 
par les lavages. 

CONCLUSIONS 

Nos r6sultats montrent que la distribution intracellulaire des cholinest6rases dans 
le tissu h6patique est la m~me chez le rat, le cobaye et le lapin: un faible pourcentage 
d'enzyme est fix6 sur les mitochondries, la majeure partie se retrouve sur les microsomes. 
L'activitfi de la fraction noyaux provient en r~alit~ des cellules non broy~es qui s'y 
trouvent, et des mitochondries agglutin6es aux noyaux d'une fa~on peu r6versible. 

Les trois types de cholinest6rase 6tudi6s pr6sentent la m~me distribution. 
Ces r6sultats sont en accord avec ceux que donnent les m6thodes histochimiqucs 

pr6cises. On peut se demander si les cholinest~rases ne s'adsorbent pas sur les microsomes 
et si la distribution observ6e ne r6sulte pas d 'un artefact. Deux arguments cependant, 
tendent ~ prouver qu'il s'agit bien d'une fixation primaire, et non d'une adsorption 
secondaire des cholinest@ases sur les granules: 

I) malgr~ les lavages nombreux qu'exige un fractionnement complet, les cholin- 
est6rases ne se retrouvent qu'en tr~s faible proportion dans le surnageant final; 

2) Nous montrons, dans le travail suivant, que la distribution de la cholinest6rase 
non sp~cifique est toute diff6rente dans le pancr6as du chien: t~, l 'enzyme ne s'adsorbe 
certainement pas aux granules puisque la plus grande partie en est localisfe dans le 
surnageant. On peut, par analogie, penser qu'il ne s'agit pas d'adsorption dans le cas 
du foie. 

La mfidiocre pr~cision de nos r6sultats sur le foie de rat provient de sa tr~s faible 
activit& I1 nous a toutefois 6t6 possible d 'y  d6terminer quantitativement la r@artition 
intracellulaire des cholinest@ases, alors que les images histochimiques n 'y  d6celaient 
aucune activit~ cholinest@asique. 

RESUM~ 

1. La  d i s t r i b u t i o n  in t race l lu la i re  des chol ines t6rases  du Ioie de rat ,  de cobaye  et  de lapin,  a @6 
6tudi6e pa r  la t echn ique  des cen t r i fuga t ions  fract ionn6es.  

t3ibliographie p. 369. 
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2. Dans  le foie de ces trois mammif~res,  les cholinest6rases se re t rouven t  en majeure  part ie  
sur  les microsomes (4 ° ~ 60 %) et ell moindre propor t ion  sur  les mitochondries  (15 A 25 %) ; les noyaux  
en sont d6pourvus.  L'ac6tylcholinest6rase et la cholinest6rase non sp6cifique pr6sentent  la mSme 
r6parti t ion, darts le foie de ra t  et  de lapin. 

3. Nos r6sul tats  concordent  avec les observat ions  r6centes des histochimistes.  

SUMMARY 

1. By means  of the tissue fractionation technique, the intracellular dis t r ibut ion of cholin- 
esterases has been determined in rat ,  guinea-pig and rabbi t  liver. 

2. In  the liver of these three mammals ,  cholinesterases are concentrated on niicrosomes (4 ° 
to 60 %) and, ill smaller amount ,  on nii tochondria (15 to 25 %); they  seem to be lacking on the 
nuclei. Acetylcholinesterase and non specific cholinesterase display the same distr ibut ion in ra t  and 
rabbi t  liver. 

3. Our  results are in agreement  wi th  recent histochemical observations.  

ZUSAMMENFASSUNG 

1. Durch  fraktioniertes Zentrifugieren wurde, in Meerschweinchens-, Rat ten-  und Kaninchen-  
leber die intracellulare Vertei lung der Cholinesterasen festgestellt. 

2. In  S~ugetieresleber befinden sich die Cholinesterasen meistens auf den Mikrosomen (4 ° 
bis 6o%),  in geringerer Masse auf  den Mitochondrien (15 bis 25 %); auf den Kernen  sind sie nicht 
zu finden. Azetylcholinesterase und unspezifische Cholinesterase verteilen sich in Rat ten-  und 
Kaninchenleber  gleichfalls. 

3. Unsere Ergebnisse s t immen  mit  den histochemischen Beobachtungen fiberein. 
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