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L O C A L I S A T I O N  I N T R A C E L L U L A I R E  DES  C H O L I N E S T t ~ R A S E S  

II. PANCRt~AS ET SUC PANCRt~ATIQUE DE CHIEN 

par  

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

f nstitut L~on Fredericq, Physiologie, et Laboratoire de Pathologie Grin&ale, 
UniversitJ de Liege (Belgique) 

PANCRt~AS DE CHIEN 

Nous avons 6tudi6 dans un pr6c6dent article s la distribution intracellulaire des 
cholinest6rases dans le foie de rat, de cobaye et de lapin, et nous avons 6tabli que cette 
distribution 6tait analogue chez les trois animaux 6tudi6s. 

Le foie est tr~s probablement l'organe g6n6rateur de la cholinest6rase plasmati- 
que22,2a. Etant  donn4 la lenteur de l'excr4tion de la cholinest6rase h6patique dans le 
torrent circulatoire, il 6tait difflcile, dans les conditions oh nous nous placions, d'observer, 
au cours de l'excr6tion de cholinest6rase, d'6ventuelles modifications dans la distribution 
intracellulaire de l'enzyme. Par centre, l'excr6tion exocrine de cholinest6rase dans le suc 
pancr6atique est tr~s abondante et facile ~ stfivre. 

Nous avions la possibilit6 de comparer nos r6sultats ~ ceux clue GEREBTZOFF * a 
obtenus par voie histochimique sur le pancr6as de cobaye. 

Dans ce travail, on trouvera 6galement une 6tude rapide du sort des cholinest6rases 
du suc pancr6atique, apr~s activation de ce dernier dans l'intestin. 

TECHNIQUES 

I. R~colte du suc pancr~atique. Anesth6sie du chien adulte par  morphine (1/3 cg/kg) puis, Nem- 
buta l  sodique (24 mg/kg).  Canulation du canal pancr6at ique accessoire (voir dissection darts ABDER- 
HALOEN 1) apr6s ligature de son abouchement  dans le duod6num. 

La s6cr6tion est stimul6e par  injection intraveineuse (I.V.) de s6cr6tine commerciale (pr6sent6e 
sous forme de chlorhydrate  anhydre  dos4 ~ 4 ° U(?)  par  ampoule) et de dicarnitine (Bicarn6sine 
Labaz:  2 ~. 5 mg/kg). 

Le suc recueilli d6veloppe une tr6s forte activit4 cholinest6rasique; moins forte cependant,  que 
cdle du suc obtenu par  s t imulat ion vagale ou par  injection de pilocarpine (McCANCE et coil.IS). 
Toutefois,  nous  n ' avons  pas eu recours g c e s  deux derniers modes de st imulation pour  la raison 
qu 'apr6s  s6cr6tine, le suc pancr6at ique est plus alcalin et un peu moins concentr6 qu 'apr~s n ' impor te  
quel autre  exci tant  et qu' i l  a, par  cons6quent,  moins de chances de s 'act iver  spontan6ment  (voir 
BABKIN a, p. 67). On peut  ainsi le conserver plusieurs jours en glaci6re sans constater  d 'act ivat ion 
notable.  

2. Prdl?vement de tissu pancrdatique. Afin de comparer  la r6part i t ion intracellulaire de la cholin- 
est6rase non sp6cifique avan t  et apr6s s6cr6tion, nous pr61evons d 'abord  un morceau de l 'extr6mit6 
libre de la t6te du pancr4as (2 g environ) avan t  de canuler le canal accessoire; le moignon est serr4 
dans une l igature assuran t  une bonne h6mostase. Apr6s avoir stimul6 la s6cr6tion pendant  plusieurs 

* Aspi rant  du Fends  Nat ional  de ta Recherche Scientifique. 
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heures ,  l ' an ima l  est  tu6  pa r  in jec t ion  i n t r ave ineuse  d 'air ,  et un  second morceau  tie pancrdas  est 
pr61ev6 i m m 6 d i a t e m e n t .  

Si t6 t  pr61ev6s, les d e u x  6chant i l lons  de pancr6as  son t  refroidis /~ 5 ;' C dans  du NaC1 o.15 M 
ou du sucrose  o.25 M,  et  diss6qu6s au scalpel  pour  n ' e n  garder ,  a n t a n t  que  possible,  que  les pe t i t s  
lobules  g landula i res  et  en  61iminer le sang  fac i l ement  pa r  que lques  r ingages  au NaC1 ou au sucrose 
isotoniques .  

3. F r a c t i o n n e m e n t  et tests enzymat iques .  La t e chn i que  a 6t6 expos~e 5, propos  des foies de n lam-  
mif6res 8. L ' h o m o g d n a t  de pancr6as  es t  ob t enu  apr6s trois  b royages  de 3 min  chacun ,  en  milieu 
i so ton ique  (sucrose o.25 M ou NaC1 o. i  5 M).  Les  deux  6chant i l lons  de panc r6as  son t  f rac t ionn6s  
para l lS lement  et  se t r o u v e n t  dans  les re@rues condi t ions  d ' u n  bou t  5~ l ' au t re  de l 'exp6rience.  H o m o -  
g6n6isat ion et  I r a c t i o n n e m e n t  se d6roulent  en  c b a m b r e  froide. 

Mesures  d ' ac t iv i t4  e n z y m a t i q u e  d a n s  l ' appare i l  de W a r b u r g  (voir foie de mammif@resS). 

RI~SULTATS 

Le pancr@as de chien est tr~s fiche en cholinest6rase non sp@cifique (MARNAY 19, 

MENDEL ET MUNDELL20).  Les d6gagements obtenus par action de l 'homog6nat de pan- 
cr6as de chien sur la benzoylcholine sont de l 'ordre de 18,ooo ~ 70,0o0 t~l CO 2 en 30 rain 
par g de tissu frais. Cent fois plus forte que celle du foie de rat,  cette activit6 est mesur6e 
avec une meilleure pr@cision. Nous donnons dans le Tableau I les r6sultats obtenus en 
sucrose et en NaC1 isotoniques avec les deux ~chantillons de pancr6as pr61ev6s sur chaque 
chien, l 'un avant,  l 'autre apr~s plusieurs heures de s@cr6tion pancr6atique provoqu6e. 
Nous n 'avons pas soustrait, des valeurs de l'homog@nat et des noyaux, l'activit@ cholin- 
est@rasique des cellules enti~res, assez nombreuses ~t l 'examen microscopique : les valeurs 
des trois autres fractions sont donc des valeurs minimales (les membranes cellulaires sont 
perm@ables au substrat  : voir nos exp6riences sur le foieS). 

T A B L E A U  I 

DISTRIBUTION INTRACELLULAIRE DE LA CHOLINESTERASE 
NON SPI~CIFIQUE DU PANCREAS DE CHIEN, EN SUCROSE 0.2 5 ~ ET EN NaC1 o . I  5 2~/, 

AVANT ET APR]BS PLUSIEURS HEURES DE S]~CRI~TION PANCREATIQUE PROVOQUI~E 

S u b s t r a t :  Bzch.  o.o24 M.  
T e n e u r  e n z y m a t i q u e  des f rac t ions  en % de celle de l ' homog6na t .  

Sucrose 0.25 M NaCl o.I 5 M 

Chienne x (7 kg 500) Chicn 2 (25 kg) Chien 3 (26 kg 500) Ckien 4 (8 kg 500) 

Avant sdcr. Apr~s sicr. Avant s&r. Apr~s sdcr. Avant sdcr. Apr~s sicr. Avant sdcr. Apr~s sgcr.-- 

N o y a u x  174-o.9"  1 7 ± o .  9 2 2 ~ i  2 3 ± 1 . 2  29:~ 1.4 2 9 ± 1 .  4 i9 ~ o . 9  21__-1 
Mi tochondr ies  114-o. 7 i 7 ~ i  4 . i ~ o . 2  6 1 o .  3 74-0. 4 i 4 ~ o . 8  21_-t=1.3 2 8 ± I . 7  
Microsomes  I7 .54-1 .6  I 4 . 5 i i . 3  28.5:~2.5 264-2.4 94-0.8 74-0.6  12=t-1.1 12_+._i.1 
S u r n a g e a n t  424-5 384-4 38.54-5 364-4 534-5.5 474-5 32~L4 264-3 

Bi lan 87.5 86.5 93.5 91 98 97 84 87 

* L ' e r r eu r  mentionn@e dans  le T ab l eau  I est  l ' e r reur  re la t ive  th@orique commise  lors de la ddter- 
ruinat ion de la t e n e u r  en  chol ines tdrase  de la fract ion et  expr im6e,  c o m m e  celle-ci, en pour  cen t  du 
con tenu  e n z y m a t i q u e  de l ' homog6na t .  

(a) R@artition de la cholinest4rase 

D'apr~ le Tableau I, la fraction soluble d@tient 30 ~ 50% de la cholinest6rase de 
l'homog@nat ; la plupart du temps, elle en contient plus que les granules r6unis. 
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Nous 6mettons ici, ~ propos de la fraction noyanx, les m~mes r6serves d6j~t signal6es 
lots de l'6tude du foieS: agglutination et cellules enti~res prennent une grande part dans 
son activit6. L'effet agglutinant du NaC1 se voit d'ailleurs tr~s bien dans le Tableau I : 
en milieu salin, la fraction noyaux eontient plus de cholinest6rase qu'en sucrose', aux 
d6pens des granules. La fraction noyaux du chien 3 a 6t6 lav6e deux fois; celle du chien 
4, par eontre, l 'a 6t6 trois fois: sa moindre teneur en eholinest6rase montre que l'agghlti- 
nation des mitochondries aux noyaux est quelque peu r6versible par un lavage suppl~5- 
mentaire. Les noyaux isol6s en sucrose out subi deux lavages. 

L'image histochimique obtenue par GEREBTZOFF 6 sur le pancr6as exocrine ties ilots 
de Langerhans restent n6gatifs) diff{~re de celle donn6e par le foie de cobaye et de lapin. 
Alors que dans ces derniers la coloration est tr6s finement granuleuse et r~partie darts 
tout le cytoplasme, elle se concentre, dans le paner6as, en gros grains sitn6s au p61e 
apical de la celhlle exocrine. I1 semble bien que ces grains de s6cr6tion sont d6truits par 
le broyage an tube de Potter:  CLAUDE 4 en a mis en 6vidence dans la fraction mito- 
chondries du foie, mais il broyait ses tissus au mortier et trouvait an moins 40°,/0 de 
celhlles intactes. I-[OGEBOOM et coll. 12, sur les m~mes foies broy6s au Potter, n 'ont d6eel6 
de grains de s6cr4tion que dans les cellules intactes. C'est une des raisons qui nous 
portent k croire que l'activit6 cholinest6rasiqne de la fraction mitochondries n'est pas 
due ~ une contamination par les grains de s6cr6tion. 

Apr~s rupture des grains de s6cr6tion par le broyage, la cholinest6rase qu'ils renfer- 
ment passerait alors dans la fraction soluble. Les r6sultats de GEREBTZOFF 6 et les n6tres 
se confirmeraient ainsi mutuellement, nne fois de plus. Toutefois, la technique raise au 
point par cet autenr perd en sensibilit6 ce qu'elle gagne en pr6cision, si bien que le faible 
pourcentage enzymatiqne des mitochondries hli a 6chapp6. 

b. Changements darts la distribution enzymatique, apr~s s~cr~tion 

Nous sommes autoris6s g comparer les deux 6chantillons de pancr6as parce qne: 
I. Les conditions d'homog6n6isation sont identiques en effet, la teneur en choline- 

st6rase de la fraction noyaux est la m4me apr6s qu'avant la s6cr6tion; cela indique que 
le pourcentage de cellules enti~res (le plus important responsable de l'activit6 cholin- 
est6rasique de la fraction noyaux) est le m~me dans les deux cas; 

2. Les conditions de fractionnement sont les m~mes: darts la limite des erreurs 
exp6rimentales, les bilans des deux fractionnements sont identiques dans chaque cas. 

On remarque une hausse nette du taux de cholinest6rase des mitochondries et une 
baisse de celui des microsomes et du surnageant, apr~s s6cr6tion. L'augmentation du 
taux de cholinest6rase des mitochondries (5.5 % en moyenne) est constante et significa- 
tive : elle d6passe de beaucoup l'errenr th6orique commise (qui va de :k 0.3 pour le chien 
2 k 4- 1.7 pour le chien 4)- La baisse observ6e 3 fois sur 4 dans les microsomes n'exc6de la 
marge d'erreur que pour le Ier et le 36me chien. Si la diminution de la cholinest6rase du 
surnageant, apr~s s6cr4tion, rentre 2 fois sur 4 dans la limite d ' e r r e u r -  plus grande 
pour cette fraction g cause de sa dilution - -  nous croyons cependant que sa constance 
lui confute une signification statistique et refl6te le processus d'exer6tion de la choline- 
st6rase non sp6cifique dans le suc pancr6atique. Ces observations ont leur pleine valeur 
par le fait que la cellule pancr6atique reste intacte au cours de la sdcr6tion (type 
m6rocrine). 

Quelle peut 4tre la cause de l 'augmentation du taux de cholinest6rase de la fraction 
mitochondries, apr6s plusieurs heures de s6cr6tion ? Nous ne l 'attribuons pas 5. la pr6- 
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sence de grains de s6crOtion en plus grand nombre dans cette fraction. Bien que nous 
n 'ayons pas fait de tests au Rouge Neutre, il y a de tr~s fortes pr6somptions que ces 
grains disparaissent lors de l'homog~n6isation au broyeur de Potter  (HOGEBOOg et 
co11.1~). S'ils restaient intacts dans les cellules broy~es, ce serait alors dans la fraction 
mitochondries et non dans le surnageant clue nous devrions retrouver la majeure partie 
de la cholinest6rase. Ensuite, si le broyage respectait une partie seulement des grains de 
s6cr~tion, cette proportion devrait  6tre la m6me dans les deux 6chantillons de pancr6as, 
puisque les conditions de fractionnement sont identiques, comme nous l 'avons prouv6 
plus haut;  nous devrions alors observer des modifications parallOles du taux de choline- 
stfrase des mitochondries et du surnageant, aprbs s6cr6tion, et non une hausse chez les 
unes et une baisse ehez l 'autre. 

I1 existe des modifications du pH cytoplasmique dans une cellule en travail. Comme 
la s~cr6tine provoque un grand d@art  d 'eau et de bicarbonate des cellules pancr6atiques, 
on pourrait  soup~onner une acidification du cytoplasme et la rendre responsable d'une 
agglutination des granules et d'une contamination de la fraction mitochondries. Pour 
que ce facteur intervienne, il faut que le pH descende en dessous de 6, ce qui est peu 
probable. Remarquons aussi que la fraction noyaux reste inchang~e apr~s s6cr~tion et 
indique done que le degr6 d'agglutination est le m6me dans les deux cas. De plus, la 
baisse de l 'activit6 des microsomes est trop faible pour justifier l 'augmentat ion de 50 
lOO% observ~e sur les mitochondries: une contamination plus forte par les microsomes, 
possible certes, n'est pas une explication suffisante. 

A notre avis, deux 6ventualit6s se pr6sentent pour expliquer ce ph6nom~ne: 
I) Une synth~se de la cholinest~rase au niveau des mitochondries, ou une activa- 

tion, au cours de nos manipulations, d'une cholinest6rase inactive ou d 'un pr~curseur 
prot6ique. 

2) Une n6oformation des mitochondries elles-m~mes. 
Dans un article r6eent, DALY E T  1N[II~SKY 5 ne constatent aucune modification de la 

teneur du pancr6as de souris en acide nucl6ique (ARN et ADN; voir aussi I-IoKIN E'r 
HOKIZV~a), en peptides et en N non prot6ique apr~s s6cr~tion stimul6e par un repas ou 
par injection de pilocarpine. Ils en concluent que la synth6se prot6ique est tr~s active 
dans le pancr6as, et que les ferments excr~t6s y sont rapidement remplac6s. Cela semble 
vrai aussi pour la cholinest~rase, puisque l 'activit6 cholinest6rasique globale de l 'homo- 
gfinat est la m~me avant qu'apr+s s6cr6tion. 

Une cellule n 'est  pas pourvue d 'un stock immuable de mitochondries. Leur nombre 
et leur forme varient au contraire selon l 'activit6 de la cellule. BENSLE~ ~ les a vu dis- 
paraitre des cellules pancr6atiques apr~s une inanition prolong6e et conclut, de l'6tude 
histochimiqne de leur composition, que les mitochondries seraient des agr6gats tempo- 
raires de composition complexe. Nous ne pouvons done pas exclure la possibilit6 d'une 
n~oformation de mitochondries au d6but du cycle s6cr6toire. 

Quoi qu'il en soit, c'est done probablement au niveau des mitochondries que com- 
mence la s6cr6tion de cholinest6rase dans le pancr6as de chien. Nos r6sultats ne sont 
pas en contradiction avec les constatations ant6rieures des eytologistes a t t r ibuant  aux 
mitochondries le r61e initial dans la synth~se des produits de s6cr6tion (LoD~ORD ~, 
HIRSCHIO, 11 KIRKMAN ET SEVERINGHAUSI4). 
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SU(" PANCRI~ATIQUE DE CHIEN 

L ' a c t i v i t 6  c h o l i n e s t 6 r a s i q u e  d u  suc  p a n c r 6 a t i q u e  de  c h i e n  es t  a u  m o i n s  ~5 fois p lus  

f o r t e  que  eelle d u  s a n g  (GINSBERC, e t  eo l ld ) :  les d 6 g a g e m e n t s  que  n o u s  a v o n s  obse rvds  

s o n t  de  l ' o r d r e  de  3 ° ~t 7o ,o0o ~1 CO~/30 m i n / m l  de  suc  p u r ;  l ' i n j e c t i o n  de  d i c a r n i t i n e  

seule  d o n n e  u n  sue  p lu s  c o n c e n t r 6  que  ne  te f a i t  l ' i n j e c t i o n  de  s6c r6 t ine  seule  9. Conse rvd  

e n  glac i~re ,  le sue  n o n  activ( , ,  que  n o u s  r e c u e i l l o n s  en  q u a n t i t ~ s  t r~s  v a r i a b l e s  d ' u n  

c h i e n  ~ l ' a u t r e ,  g a r d e  t o u t e  s on  a c t i v i t 6  c h o l i n e s t 6 r a s i q u e  p e n d a n t  t r o i s  ou q u a t r e  jours .  

N o u s  a v o n s  v o u l u  v o i r  si l a  e h o l i n e s t 6 r a s e  p e r s i s t a i t  a p r b s  a c t i v a t i o n  d u  p o u v o i r  p ro t6o -  

l y t i q u e  d u  suc  p a r  l ' e n t 6 r o k i n a s e ,  

TECHNIQUE 

L'ent6rokinase que nous avons utilis4e a 6t6 prdpar6e h par t i r  de muqueuse duod4nale de porc, 
selon la technique de KUNITZ ~5. 

Apr6s des temps d ' incubat ion variables £ 37 ° C, nous mesurons l 'activit6 protdolytique du suc 
activ6 vis-/~-vis de la cas6ine par  turbidim6trie;  la technique est inspir6e de celle de KUNITZ 15. Un 
6chantillon du sue pancr4atique, dilu6 avec du NaC1 o.15 M contenant  o.o 3 ~I  NaHCO~ et de pH 7-35 
est divis6 en deux parties: 

la premi6re partie, on ajoute une certaine quanti t6  d'ent6rokinase (Tableau II) et on laisse 
s 'activer Ie m61ange /t pH 7.35 dans un thermos ta t  5. 37 ° C, pendant  des temps variables; 

la m~me act ivat ion est effectu6e sur la seconde portion du suc, darts la tubulure lat6rale des 
godets de Warburg  (esters de choline au centre) o~ on r6alise le nl6nle pH et la m~me concentration 
d'ent6rokinase que dana la premi6re part ie du suc; les godeta sont alors rapidement  sortis de la 
glace fondante, at tach4s aux manom6tres et ceux-ci, plac4s dana la cuve du ~Varburg/~ 37 ° C. 

Pour la premiere moiti6 du suc, le temps d ' incubat ion est compt6 ~ part i r  de l ' ins tant  off l 'on 
ajoute la solution d'ent6rokinase au suc dilu4 (tous deux ayant  6t6 pr6alablenlent r4chauff6s/~ 37 ° C) 
jusqu'au moment  off l 'on pr615ve le suc activ5 pour le m61anger /t la cas6ine et mesurer ainsi son 
activit6 prot6olytique. 

Pour la seconde moitiG l ' incubation commence d~s que les manon16tres sont plongds dans le 
thermosta t  et finit lorsqu'on les renverse pour met t re  en contact  enzyme et substrat .  

Les deux pr616vements du m6me suc sont donc plac6s dans les m4mes conditions de dilution, 
de tenlpdrature, de pH et d 'act ivation.  

L 'act ivat ion termin6e, on fait agir la premiere part ie du suc sur une solution de cas6ine (o.25 % 
de concentrat ion finale) pendant  5 a 2o rain h pH 7.9 (tampon phosphate);  on pr4cipite ensuite 
£ l 'acide trichloracdtique I . i  % la cas6ine non hydrolys6e et  on mesure au photom6tre l ' intensit4 
du trouble obtenu. Pendant  ce temps, on proc~de ~ la mesure de l 'activit6 cholinestdrasique de la 
seconde moiti6 du suc. 

Pouvoir protdolytique et activit6 cholinest6rasique sont ainsi mesur6s sur deux 6chantillons 
d 'un mSme suc dans des conditions semblables et apr6s des temps identiques d 'activation.  

RESULTATS 

L a  s o l u t i o n  d ' e n t 6 r o k i n a s e  e m p l o y 6 e  es t  t o t a l e m e n t  d @ o u r v u e  de  p o u v o i r  p ro t6o -  

l y t i q u e  e t  n e  mod i f i e  p a s  d u  t o u t  l ' a c t i v i t 6  c h o l i n e s t 6 r a s i q u e  du  p l a s m a  de  ch ien .  

Le  s i m p l e  f a i t  de  r 6 c h a u f f e r  p e n d a n t  4 h ~ 37 ° C le suc  p a n c r 6 a t i q u e  e n  l ' a b s e n c e  

d ' e n t 6 r o k i n a s e ,  suff i t  ~ l ' a e t i v e r  u n  p e u  e t  ~ fa i re  b a i s s e r  de  4 0 %  son  a c t i v i t 6  cho l in -  

e s t 6 r a s i q u e .  

L ' a b s e n c e ,  d a n s  n o t r e  ve r r e r i e ,  de  g o d e t s  de  W a r b u r g  k d e u x  t u b u l u r e ~  l a t6 ra le s ,  

n e  n o u s  a p a s  p e r m i s  d ' e s s a y e r  des  t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  i n f6 r i eu r s  k I h e u r e .  A u  b o u t  

d ' u n e  h e u r e  d ' a c t i o n  de  l ' e n t ~ r o k i n a s e  s u r  le suc,  il n e  r e s t e  que  1 . 2 %  de  l ' a c t i v i t 6  

c h o l i n e s t 6 r a s i q u e  i n i t i a ] e ;  apr&s d e u x  heu r e s ,  elle a t o t a l e m e n t  d i s p a r u .  

ORD ET TI~OMPSON 21 o n t  c o n s t a t 6  q u e  la  c h o l i n e s t 6 r a s e  d ' h o m o g 6 n a t s  de  c e r v e a u  e t  

de  c o e u r  r 6 s i s t a i t  b i en  ~ 1 h d ' a c t i o n  £ 37 ° C d ' u n e  s u s p e n s i o n  a q u e u s e  de  t r y p s i n e .  P a r  
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TABLEAU II  

ACTIVITIES PROT]~OLYTIQIYE ET CHOLINEST~RASIQU1~ DU SUC PANCR1~ATIQUE PUR 
ET DU SUC ACTIV]~ PAR L'ENT1~ROKINASE 

Incubat ion ~ 37 ° C pour tous les essais. 
Pouvoir prot6olytique exprim6 en g de cas6ine hydrolys6e en io rain par  ml de suc non dilu6. 

Activit6 cholinest6rasique en/~1 COo d6gag6s ell 3 ° rain par  ml de suc non dilu6. 

Incubation Pouvoir protdol. Acliv. cholin. Inhibition cholin. (%)  

I. Suc sans ent6rokinase 3 ° rain* 0.007 65.200 -- 
4 h 0.042 38.000 42 

II. Suc activ6 
a. sans ent6rokinase 3 ° min * 0.031 7 o.5oo - -  

(t6moin) 
b. + 60/zg ent6rokinase i h 3.36 87o 98.8 

2 h 3.55 o IOO 

*: cas du suc conserv6 en glaci~re jusqu 'au  moment  des mesures, 3 ° min reprdsentant  le 
temps 6cou16 pour obtenir  I' 6quilibre termique entre  godets et thermosta t .  

c o n s 6 q u e n t ,  si la  c h o l i n e s t 6 r a s e  n o n - s p 4 c i f i q u e  d u  suc  p a n c r 6 a t i q u e  d i s p a r a i t  ap r~s  I h 

d ' a c t i o n  de  l ' e n t 6 r o k i n a s e ,  c ' e s t  ou  b i e n  que  sa  r 6 s i s t a n c e  ~ la  p r o t 6 o l y s e  es t  t r~s  in -  

f6 r ieure  ~ celle de  l ' a c 6 t y l c h o l i n e s t 6 r a s e  d u  c e r v e a u ,  ou  b i e n  qu ' e l l e  e s t  h y d r o l y s 6 e  p a r  la  

c h y m o t r y p s i n e  e t  n o n  p a r  la  t r y p s i n e ,  d a n s  le suc  p a n c r 6 a t i q u e  ac t iv6 .  

A u t r e  f a i t  c u r i e u x :  chez  le c h i e n  n o u v e a u - n 6 ,  la  c h o l i n e s t 6 r a s e  r ~ s i s t e r a i t  ~ l ' a c t i o n  

des  sucs  d iges t i f s  (McCANcE e t  co11.17). Chez  le e h i e n  a d u l t e ,  p a r  c o n t r e ,  n o s  e x p 6 r i e n c e s  

r6v61ent  q u e  la c h o l i n e s t 6 r a s e  exc r6 t6e  e n  a b o n d a n c e  p a r  le p a n c r 6 a s ,  d o i t  ~ t re  r a p i d e -  

m e n t  d 6 t r u i t e  d a n s  l ' i n t e s t i n  e t  ne  j o u e r a i t ,  d a n s  la  d i g e s t i o n ,  q u ' u n  r6 le  6ph6m6re .  

CONCLUSIONS 

Dans une pr6c6dente 6rude de la distribution intracellulaire des cholinest6rases du 
tissu h6patique, nous avons montr6 que Ies cholinest6rases 6taient surtout fix6es sur 
]es microsomes, un faible pourcentage se trouvant sur les mitochondries; ]'activity} des 
noyaux 6taft due ~ une contamination par ]es ce]lules non broy6es et par ]'agglutination 
des granules cytoplasmiques; la fraction surnageante ou fraction soluble du cytoplasme 
ne contenait pratiquement pas de cholinest6rases. 

L'ana]yse du tissu pancr6atique montre une distribution tout £ fair diff6rente des 
cholinest6rases. L'enzyme se trouve surtout dans le surnageant (41% de moyenne), les 
microsomes et les mitochondries ne poss6dent qu'une faible activit6 (respectivement 
22 et 17% de moyenne). L'activit6 de la fraction noyaux (22%) semble due aux cellules 
non broy6es de l'homog6nat. La r6partition intracellulaire des cholincst&ases est done 
caract6ristique pour chaque tissu: elle est la m~me dans le foie de trois mammif6res 
diff6rents s, mais varie d'un organe 5 l'autre. Cela sugghre fortement l'existence d'une 
relation entre ]a localisation de l'enzyme dans la ce]lule et sa fonction dans l'organe. 

Nous expliquons ]a pr6sence de cholinest~rases dans Ie surnageant par ]a destruction 
des granules de s6cr6tion lors du broyage du tissu avant son fractionnement. Les histo- 
chimistes ont montr6 l'existence de cho]inest6rases en forte concentration dans ces 
granules s6cr6toires. 
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Apr~s une s6cr6tion abondante  provoqu6e par inject ion de sdcrdtine et de dicarnit ine,  
on constate des modifications duns la d is t r ibut ion de l 'enzyme.  

L 'act ivi t~ de la fraction mitochondries augmente  de 3 ° h IOO % de sa valeur initiale, 
su ivant  les cas. On mesure une baisse compensatoire des fractions microsomes et 
surnageant  ; l 'act ivi t6 de la fraction noyaux  (cellules entiSres) reste la m~me. Ces r6sultats 
nous paraissent  repr6senter les deux extr6mit6s du cycle s~cr6toire: d 'une  part ,  la 
cholinest6rase est synth6tis~e au n iveau de mitochondries  pr6existantes ou par  n6o- 
formation de mitochondries;  d ' au t re  part ,  aprils s'~tre rassembl6e en grains de sficrdtion, 
peut-~trc en passant  par des granules interm~diaires de plus en plus petits, elle est 
excr~t~e dans la lumi~re des canaux pancr6atiques.  

Les techniques histochimiques n 'offrent  pas la possibilit6 de d6terminer  une activitfi 
cholinest6rasique des mitochondries et d 'en  suivre les variations.  

Nous nous sommes demand(e quel 6tait le sort de la cholinest~rase excr6t6e dans le 
suc pancr~at ique lorsque celui-ci passait duns l ' in tes t in  og il subit  une act ivat ion prot6o- 
lytique. La cholinest~rase du suc est rap idement  d6truite lors de l ' ac t iva t ion  de celui-ci 
par  addi t ion d 'ent6rokinase:  elle ne j ouerait  donc q u ' u n  r61e tr~s bref duns la digestion. 
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R~SUM~ 

I. Apr&s fractionnement du pancr6as du ehien par centrifugations difi6rentielles, on a retrouv6 
la majeure partie de la cholinest6rase non-sp6cifiqnc (35 a 45 %) dans le surnageant final; les granules 
en renferment moins, 

2. Nos r6sultats concordent avec ceux des histochimistes. 
3. En d6terminant la distribution intracellulaire dans deux ~,chantillons de pancrdas pr61ev6s, 

l'un avallt, l'autre apr~s plusieurs heures de sdcrdtion provoqude, on constate toujours apr~s s6cr6tion, 
une hausse nette du taux de cholinestdrase des mitochondries (4 ° ~ IOO % de sa valeur initiale) et 
une baisse de celui des microsomes et du surnageant. I1 ressort de la discussion qu'il s'agit probable- 
ment d'une synth~se de cholinest6rase au niveau de mitochondries pr6existantes ou de la neo- 
formation de mitochondries au ddbut du cycle s6crdtoire. 

4. La cholinest6rase du suc paner6atique est rapidement d~trnite apr~s activation du suc 
par l'ent6rokinase. 

SUMMARY 

I. Dog's pancreas has been fractionated and the cholinesterase content of each fraction measured. 
The non-specific eholinesterase is mostly located in the supernatant fraction (35 to 45 %) and, in 
smaller amount, on the granules. 

2. Our results are in agreement with recent histochemieal observations. 
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3. W e  d e t e r m i n e d  t he  in t race l lu la r  d i s t r ibu t ion  of chol ines te rase  in two  samples  of the  s ame  
panc rea t i c  t i ssue ,  t he  first one be ing  cu t  ou t  before, t he  second one a f te r  severa l  hou r s  of induced  
panc rea t i c  secret ion.  Af ter  secret ion,  we a lways  obse rved  a r a t he r  i m p o r t a n t  increase  of the  cholin-  
es te rase  c o n t e n t  of mi tochondr i a ,  wh ich  s o m e t i m e s  doub led  i ts  ini t ial  value ,  and  a decrease of the  
e n z y m i c  c o n t e n t  of mic rosomes  and  s u p e r n a t a n t  fluid. Discuss ion  leads  to t he  conclus ion t h a t  th is  
fac t  is t he  resu l t  e i ther  of an  e n z y m e  s y n t h e s i s  by  mi tochondr i a ,  or of t he  a p p e a r a n c e  of f reshly 
bui l t  up  mi tochondr i a ,  a t  t he  beg inn ing  of t he  sec re to ry  cycle. 

4. Ac t i va t i on  of panc rea t i c  juice b y  en te rok inase  r ap id ly  des t roys  chol ines terase .  

Z U S A M M E N F A S S U N G  

i. D u r c h  f rak t ion ie r tes  Zentrifugierei1 wurde ,  i m  H u n d e s  Pankreas ,  die unspezi f l sche  chol in-  
es tc rase  m e i s t e n s  in der  16slichen F r a k t i o n  (35 his  45 %) in ger ingerer  Masse  a u f  den  Tei lchen,  lokali- 
s ier t  ge funden .  

2. Unsere  Ergebn i s se  s t i m m e n  mi t  den  h i s t o c h e m i s c h e n  13eobachtungen iiberein. 
3. Aus  demse lben  H u n d  wurde  ein Strick des p a n k r e a t i s c h e n  Gewebe vor, u n d  ein zweites  Stfick 

n a c h  m e h r e r e n  S t u n d e n  angere iz ten  P a n k r e a s s e k r e t i o n  h e r a u s g e s c h n i t t e n .  13eim Vergle ichen der  
in t race l lu la ren  Ver te i lung  der  Chol ines te rase  in diesen zwei P a n k r e a s  Stricken, w u r d e n  immer ,  nach  
Sekre t ion,  eine betrAcht l iche Verg r6s se rung  (4 ° bis  IOO % seines Anfangswer tes )  des Chol ines te rasen-  
geha l t e s  der  Mi tochondr ien  u n d  eine V e r m i n d e r u n g  des  E n z y m g e h a l t e s  der  Mik rosomen  u n d  der  
16slichen F r a k t i o n  beobach t e t .  Aus  der  E r 6 r t e r u n g  folgt es dass  es sich v e r m u t l i c h  en twede r  u m  
e inen  A u f b a u  der  Chol ines terase  au f  den  Mi tochondr ien ,  oder  u m  eine E n t s t e h u n g  neue r  Mito- 
chond r i en  a m  A n f a n g  des  Sekre t ionskre is  hande l t .  

4. H i n z u f i i g u n g  yon  E n t e r o k i n a s e  an  die pank rea t i s che  A b s o n d e r u n g  zers t6r t  die Chol ines terase  
z iemlich geschwind .  
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