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SUMMARY

Since the isotopic equilibrium method as applied to rat cholesterol was described,
some practical modifications have been made which are reported here. Sometimes
the use of a subcutaneous implantation of capsules containing tritiated cholesterol
leads to an over-estimate of the rate of fecal cholesterol excretion. For the question-
able cases, it is necessary to use the initial method of daily subcutaneous injections
of radioactive cholesterol.

In another connection, 17 experiments using the isotopic equilibrium method
have shown great variability of the weekly radioactive balance. The radioactivity of
cholesterol and its transformation products released from the organism of the rat
and that of absorbed cholesterol are rarely equal as would be expected. To define the
origins of these losses an experiment using the isotopic equilibrium method was
carried out on rats which were killed after 4, 8 or 12 weeks.

Bacterial degradation cannot explain the deficit in the weekly radioactive
balances, for the total radioactive balance which includes the radioactive cholesterol
of the rat is always nil. In fact, these deficits can be explained on the basis that
isotopic equilibrium is not really obtained or that the organism is not in a steady
state but in an expansion state. In both cases the application of suitable relations
permits the calculation of all the rates involved in the dynamics of cholesterol
with certainty. But for an organism in an expansion state it is necessary to know
the rate of cholesterol increase. After these corrections have been made, the percentage
of error on each rate is defined.

In the particular case of this critical experiment, animals were fed with a basal
diet to which, 0.2 % taurocholate was added. Although this results in an expansion
state, the rates of synthesis, excretion and absorption are constant. The increase of
mobile cholesterol in the organism is associated with a decrease of its transformation
to bile acids.

INTRODUCTION

La méthode d’équilibre isotopique appliquée au cholestérol de rats adultes
considérés en état stationnaire est particuliérement fructueuse!. Elle permet de
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préciser dans I'élimination fécale quotidienne de stérols (my) la non-absorption
du cholestérol alimentaire ingéré (mxa), 'excrétion de cholestérol d’origine plasma-
tique (mg) et la sécrétion externe de stérols (msg), c’est-a-dire des stérols synthétisés
par l'appareil digestif et ses annexes, et directement déversés dans sa lumiére, puis
éliminés. Seule une fraction de ces stérols correspond a du cholestérol. L’application
de la méthode d’équilibre isotopique permet, de plus, de calculer les vitesses de tous
les processus qui assurent le renouvellement des molécules mobiles du cholestérol d’'un
organisme, c’est-a-dire celles qui sont incluses dans son espace de transfert. Les
processus d’apparition du cholestérol sont I’absorption intestinale (m,) et la sécrétion
interne (msr) ou déversement dans le plasma de molécules synthétisées dans les
organes. Les processus de disparition du cholestérol sont l'excrétion (mg) urinaire
et fécale, et la transformation en acides biliaires (mr). En état stationnaire, on a:

Mg = My + Mg + Mgg (1)

mA+m51=mE+mT (2)

Les valeurs des vitesses des processus énumérés ci-dessus, exprimées en mg
par jour, ont été définies dans un premier temps chez des rats adultes ingérant un
régime semi-synthétique, puis avec des rats adultes ingérant ce méme régime, mais
de concentration croissante en cholestérol’, 2. Depuis la publication de ces mémoires,
quelques modifications pratiques ont été apportées a la méthode originelle. On les
résumera dans cette introduction.

Telle que la méthode a été décrite, elle nécessite d’utiliser deux groupes de rats,
I'un recevant quotidiennement du cholestérol marqué par voie sous-cutanée, 'autre
par l'alimentation. Sur ce plan, deux modifications ont été apportées. D’une part, la
pose d’un implant sous-cutané de cholestérol cristallisé, comme le pratique WILSON3,
supprime l'obligation de faire des injections quotidiennes. D’autre part, I'emploi de
[3H]cholestérol dans les implants et de [4-1*C]cholestérol dans I'alimentation permet
d’utiliser un seul groupe d’animaux. Par ailleurs, la premiére application de la
méthode concernait des rats méles adultes ingérant un régime semi-synthétique de
composition connue. Sa concentration en stérols est de 0.015%. Parmi eux, le
cholestérol est le plus abondant (0.013 %). Les autres stérols sont, avant tout, d’origine
végétalel. Leur proportion, comme la concentration totale en stérols du régime, étant
sujette & des variations saisonniéres, on a préféré porter a 0.05 % la concentration
en cholestérol du régime quelle qu’en soit, du reste, sa composition. Cette modification
est sans conséquence sur la vitesse de sécrétion interne du cholestérol. Une étude
antérieure a, en effet, montré la constance de cette vitesse chez des animaux ingérant
des régimes contenant 0.014, 0.I et 0.5% de cholestérol®. Enfin, 'application en
routine de la méthode nous a fait adopter les régles suivantes. L’expérience de mise
en équilibre débute lorsque les rats ont ingéré leur régime (non marqué) pendant un
mois et demi & deux mois. L'expérience proprement dite dure 8 semaines. Les urines
et les féces ne sont recueillies qu'au cours des quatre derniéres semaines. Chaque
expérience comporte au minimum 4 rats. On a également pris 'habitude de calculer
la masse de cholestérol transformé en acides biliaires dans le contexte des deux
équilibres isotopiques réalisés en [4-14C]cholestérol et en [3H]cholestérol.

Depuis la publication de la méthode, on a entrepris I'étude de l'influence de
divers facteurs sur le renouvellement du cholestérol. 17 expériences ont été réalisées.
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764 C. LUTTON, F. CHEVALLIER

Leurs résultats seront publiés dans plusieurs mémoires. Au vu de I'ensemble des
résultats, quelques problémes se sont posés. Ceux-ci nous ont conduits 4 entreprendre
une analyse critique de la méthode, étayée par une expérimentation spécialement
congue dans ce but.

(I) EQUILIBRE ISOTOPIQUE PAR VOIE PARENTERALE

Deux problémes concernant cet équilibre sont apparus aprés avoir systématique-
ment substitué la technique de I'implant a celle des injections sous-cutanées quoti-
diennes.

Validité de la mesure de Uexcrétion fécale

Rappelons que, chez les rats témoins, on obtient les mémes valeurs d’excrétion
fécale de cholestérol avec les deux techniques: 3 mg par jour soit 30 ou 32 9% des
stérols fécaux!. Pour 16 des 17 nouvelles expériences, toutes effectuées avec des
implants, cette proportion se situe entre 31 et 47 %. Dans un cas (Expérience 14),
elle atteint 8q % (Tableau I). Ce dernier résultat, en particulier, a-t-il une réelle valeur
physiologique ou s’explique-t-il pour une raison contingente en relation avec l'utilisa-
tion des implants?

TABLEAU 1

PROPORTIONS DU CHOLESTEROL D'EXCRETION DANS LES STEROLS FECAUX AU COURS DE L’EQUILIBRE
ISOTOPIQUE PAR VOIE PARENTERALE APRES POSE D’UN IMPLANT DE [*H]CHOLESTEROL CHEZ DES
RATS SOUMIS A I7 CONDITIONS EXPERIMENTALES DIFFERENTES

Bilan radioactif hebdomadaire, exprimé en pourcentage, au cours d’équilibres isotopiques par
voie orale réalisés avec du [4-1%C]cholestérol simultanément aux précédents. Variations pondérales
des rats au cours de l'expérience. Contrdle des proportions du cholestérol d’excrétion dans les
stérols fécaux au cours d’équilibre isotopique par voie parentérale aprés injection sous-cutanée
quotidienne de [4-4C]cholestérol. (Durée de 'expérience témoin: 13 semaines, durée de chacune
des 17 expériences: 8 semaines).

Expérience Excvétion fécale (Y,) Bilan Poids moyen des rats (g)
radioactif
Implant Injections hebdomadairve Début  Fin 4

([BH]cholestérol) ([4-1*Clcholestérol) (%)

Témoin 32 30 -9 317 357 +40
1 38 —30 599 560 -39
2 41 —29 338 331 -7
3 39 —18 311 330 +19
4 35 —22 280 303 +23
5 38 —12 289 339 +350
6 47 + 5 328 280 —48
7 35 —22 280 272 — 8
8 34 —12 443 441 — 2
9 33 24 —129 397 428 +28
10 38 —20 369 358 —1II
11 35 —I1 408 406 — 2
12 36 32 —20 408 402 — 6
13 37 34 —1I13 480 522 +42
14 89 42 —20 325 369 +44
15 36 —3r 406 427 +21
16 43 —29 380 425 +45
17 38 —1II 404 425 +21
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Des rats sont soumis & des conditions identiques a celles des Expériences 9,
12, I3 et 14 mais recoivent une injection sous-cutanée quotidienne de [*C]cholestérol
au lieu d'un implant. Les animaux sont sacrifiés aprés 8 semaines d’expérience. Le
dosage et la mesure de la radioactivité spécifique du cholestérol sanguin sont effectués
comme précédemment?, Les nouvelles proportions de cholestérol excrété par rapport
aux stérols totaux sont pratiquement inchangées pour les Expériences 12 et I13.
Pour I'Expérience g, le pourcentage passe de 33 a 24 (Tableau I). Il y a donc une
assez bonne concordance entre les résultats acquis par les deux méthodes dans ces
trois cas. Par contre, pour I'Expérience 14, la radioactivité spécifique des stérols
fécaux atteint 42 % de celle du cholestérol plasmatique au lieu de 89 % (I'élimination
fécale des stérols est la méme dans les deux cas: 21.1 et 22.7 mg par jour). Ainsi, dans
ce cas particulier, la technique de l'implant conduit manifestement a surestimer
Pexcrétion fécale du cholestérol.

La vérification complémentaire suivante en fournit une autre preuve. Chez
les rats témoins, les radioactivités spécifiques du cholestérol et du coprostérol sont
identiques et égales & la moitié environ de celles du cholestérol sanguin!. On a donc
isolé des féces d’un des rats de 'Expérience 14 (Rat A du Tableau II}) ces deux stérols
par chromatographie préparative en phase gazeusel. On constate que la radio-
activité spécifique du coprostérol est égale 4 51 % de celle du cholestérol sanguin
alors que celle du cholestérol fécal lui est 2.5 fois supérieure. Le cholestérol fécal
est donc contaminé par du cholestérol fortement radioactif et la contamination est
extradigestive puisque la radioactivité spécifique du coprostérol n’est pas affectée.
Il est probable qu’au cours de ses fréquents grattages, le rat répand sur ses excréments
des débris cellulaires ou des résidus des sécrétions cutanées et que ceux-ci, provenant
de la zone ol est déposé I'implant, contiennent du cholestérol de radioactivité spéci-
fique élevée. Si I'on frotte la peau dans la zone de I'implant avec un coton imbibé
d’éther, celui-ci entraine une radioactivité non négligeable. Enfin, les raisons pour
lesquelles cette contamination prend occasionnellement une réelle importance sont
a relier 4 la richesse en graisse du régime. En effet, 'alimentation des rats de I'Expéri-
ence I4 contient 64 % de saindoux. Or le méme probléme se trouve posé avec des
rats ingérant un régime en contenant 50 {Rat B) ou 35 % (Rats C et D du Tableau 1I)
et non avec un régime n’en contenant que 20 % (Expériences 12 et 13, Tableau I).

TABLEAU 1I
RADIOACTIVITES SPECIFIQUES APRES LA POSE D’UN IMPLANT DE [*H]CHOLESTEROL

Radioactivités spécifiques du cholestérol sanguin, des stérols précipités par la digitonine, du
cholestérol et du coprostérol des féces de rats collectés entre la 4éme et la 8éme semaine aprés
la pose d’un implant sous-cutané de [®H]cholestérol cristallisé (20 mg, 4 #Ci/mg) chez 4 rats.
Les conditions expérimentales propres 4 chaque rat sont précisées dans le texte.

Radioactivité spécifique (désint./min par mg)

A B C D
Sang cholestérol 100 229 36 510 38 058 45 401
Féces stérols 105 591 39 908 37 120 40 795
cholestérol 242 569 183 877 251 110 —
coprostérol B 5I 687 13 209 11 720 16 170
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766 C. LUTTON, F. CHEVALLIER

Pour WiLson® qui n’a jamais employé que des implants, les stérols fécaux sont
des produits d’excrétion. A I'équilibre isotopique, dans ses conditions expérimentales,
la radioactivité spécifique des stérols fécaux est pratiquement égale & celle du cho-
lestérol plasmatique. La similitude entre les résultats de WiLson? et ceux de I'Ex-
périence 14 suggére que les valeurs élevées de l'excrétion fécale de cholestérol obte-
nues par cet auteur s’expliquent par des raisons semblables a celles exposées précé-
demment. Mais, de plus, WiLsoN utilise des implants contenant une plus grande
quantité de cholestérol (75-125 mg) que les nétres (15-25 mg). Cette richesse en
cholestérol ne peut qu’accentuer les phénoménes invoqués. Afin de vérifier cette
hypothése, deux rats témoins recoivent un implant sous-cutané contenant 100 mg
de [®H]cholestérol cristallisé de radioactivité spécifique 60000 désint./min par mg.
Apres deux mois d’expérience, la radioactivité spécifique des stérols fécaux précipi-
tables par la digitonine de chacun des rats représente respectivement 53 et 40 % de
la radioactivité spécifique de leur cholestérol sanguin. Si ces pourcentages sont
inférieurs a ceux de WiLsoN, ils sont néanmoins plus grands que ceux de I'expérience
initiale témoin (Tableau I) dans laquelle 'implant contient 15 mg de cholestérol.

En conclusion, la méthode la plus stre pour déterminer les quantités de cho-
lestérol excrété a I’équilibre isotopique consiste & introduire le cholestérol marqué
par injection sous-cutanée. Si I'on utilise un implant, les résultats paraissent peu ou
prou erronés par excés. Les conséquences d’une telle erreur sur les calculs des vitesses
des autres parameétres sera envisagée dans la deuxiéme partie de ce travail. En
pratique, nous avons pris pour régle de vérifier par la méthode d’injection le résultat
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Fig. 1. Radioactivités moyennes éliminées chaque semaine (désint./min par semaine) dans les
fractions saponifiable ( O) et insaponifiable (@) des excréments de rats sacrifiés aprés 4 semaines
(Lot TC 4), 8 semaines (Lot TC 8) ou 12 semaines (Lot TC 12) aprés la pose d'un implant de
[®*H]cholestérol.
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768 C. LUTTON, F. CHEVALLIER

fourni par la méthode de I'implant toutes les fois que le rapport cholestérol excrété
sur stérols totaux dépasse 50 %.

Validité de I équilibre isotopique

1’équilibre isotopique par voie parentérale dépend de la vitesse de diffusion
du cholestérol de I'implant qui peut varier comme 1'attestent les deux observations
rapportées ci-dessous. Celles-ci sont tirées d’une étude dont les conditions expé-
rimentales sont détaillées dans la deuxiéme partie de ce travail. Seuls les résultats
obtenus dans le contexte de 1’équilibre isotopique réalisé par voie parentérale sont
consignés ici. Les radioactivités spécifiques des [®H]stérols fécaux sont portées dans
le Tableau III, les radioactivités éliminées dans les fractions insaponifiables et
saponifiables des excréments au cours de l'expérience ainsi que les radioactivités
spécifiques du cholestérol sanguin au sacrifice le sont sur les Figs. 1 et 2.

(1) Au début de I'expérience isotopique, on observe parfois une augmentation
temporaire particuliérement élevée de la radioactivité spécifique des stérols fécaux
(1ére semaine des Rats 2 et 4, 2¢éme semaine du Rat 1, Tableau III). Ces augmentations
brutales de radioactivité spécifique qui sont toujours observées en début d’ex-
périence, ne sont pas prises en considération.

(2) En cours d’expérience, on peut observer, dans certains cas, une augmen-
tation ou une diminution continue de la radioactivité des stérols fécaux ou celle de
la fraction acide des excréments, le décrément pouvant atteindre 10-20 % par semaine
(5, 6, 7 et 82me semaines des Rats TC 8, Tableau III). Sila quantité de stérols éliminés
est effectivement constante, ces variations sont en relation avec une évolution
continue de la radioactivité spécifique du cholestérol plasmatique, comme en témoigne
la courbe de la Fig. 2.

Pour le calcul de la vitesse d’excrétion ou de transformation, on utilise la
valeur moyenne des radioactivités (R) correspondant aux quatre derniéres semaines
de collection (exception faite pour le groupe TC 4, ol I'on ne considére que les deux
derniéres semaines) et la radioactivité spécifique du cholestérol plasmatique au
moment du sacrifice {rp)l. Suivant le sens des variations observées, ce calcul est
erroné par excés ou par défaut. Pour minimiser cette erreur, deux autres modes de
calcul peuvent étre appliqués. On peut, tout d’abord, diviser les radioactivités
moyennes (R) par une valeur moyenne de la radioactivité spécifique du cholestérol
plasmatique entre le temps ¢, au début de la collection et le temps ¢, au sacrifice de
Panimal (#p'-2)3:5. On peut aussi ne considérer que les radioactivités de la derniére
semaine de collection des féces (R) et les diviser par la radioactivité spécifique du
cholestérol au sacrifice de I'animal (rp). Les résultats de ces divers calculs sont re-
portés dans le Tableau IV. Le plus grand écart observé (excrétion des Rats TC 12)
ne représente qu’'une variation relative de 15 9%. Il est donc clair, que dans ces ex-
périences d’équilibre isotopique, par voie parentérale, l'erreur relative faite sur la
masse de cholestérol excrété et transformé en acides biliaires est faible. Elle est, en
moyenne, inférieure & 10 %. Les valeurs utilisées par la suite sont les moyennes des
deux valeurs tenant compte des corrections proposées.

(11) EQUILIBRE ISOTOPIQUE PAR VOIE ORALE

Le probléme soulevé par les expériences d’équilibre isotopique par voie orale
est, en fait, celui des validités de I’état stationnaire et de I’équilibre isotopique. Il
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RENOUVELLEMENT DU CHOLESTEROL 769

TABLEAU IV
EXCRETION ET TRANSFORMATION DU CHOLESTEROL

Valeurs des vitesses de 'excrétion fécale de cholestérol et de sa transformation en acides biliaires
au cours d’équilibres isotopiques par voie parentérale aprés pose d’un implant de [*H]cholestérol
et valeurs de cette méme vitesse de transformation au cours d’équilibres isotopiques par voie
orale réalisés avec du [4-%C]cholestérol chez des rats sacrifiés aprés 4, 8 et 12 semaines aprés
le début de I'expérience. R, radioactivité moyenne des 4 derniéres semaines de collection des féces;
R, radioactivité de la derniére semaine de collection des féces; 7p'~2, radioactivité spécifique
moyenne du cholestérol plasmatique entre le début de la collection des féces et le sacrifice de
I'animal; 7p, radioactivité spécifique moyenne du cholestérol plasmatique au sacrifice de I’animal;
M, moyenne des valeurs avec astérisque.

Type Vitesse (mg par jour)
du calcul

Lot expérvimental

TC 4 TC8 TC 12

Excrétion

Ry, 2.4 3.1 3.1

(*°H) Rippl-2® 2.7 3.2 3.3
R:yp 2.4 3.5 2.8

M 2.5 3.3 3.1

Transformation Ry 10.6 16.3 20.6
(®H) R.pt-2* 14.1 16.7 19.1
R:yp* 12.9 17.8 20.2

M 13.5 17.2 19.6

Transformation R:y, 10.5 13.5 17.5
(14C) Riy1-2* 12.4 15.0 18.9
Ripp* 11.6 15.5 18.9

M 12.0 15.25 18.9

est indépendant des modifications apportées a la méthode. On rappellera que les
bilans radioactifs globaux des expériences effectuées sur les rats témoins sont quasi
nuls,2. En d’autres termes, il y a égalité, d’une part, entre la somme des radio-
activités des stérols et acides biliaires, éliminés par 'animal et contenus dans I'animal
entier, et d’autre part, la radioactivité du cholestérol ingéré par le rat durant toute
I'expérience. Par ailleurs, le bilan radioactif hebdomadaire est défini en comparant
la radioactivité des stérols et acides biliaires éliminés (excrétion plus transformation)
par semaine 4 la radioactivité du cholestérol absorbé par le rat durant la méme
semaine. A 1'équilibre isotopique, ce bilan devrait étre nul. Or, en fin d’expérience,
chez les rats témoins, celui-ci est en défaut de g %?. Diverses raisons physiologiques
(accroissement du poids des animaux en cours d’expérience, accroissement de I’espace
de transfert, vitesses lentes de transfert) ont été invoquées pour expliquer ce résultat.
Dans les nouvelles expériences le déficit du bilan radioactif hebdomadaire s’est, en
moyenne, accru et atteint jusqu'a 31 % (Tableau I). Sil'on considére le poids moyen
des animaux au début et 4 la fin de I'expérience, on constate qu’il n’'y a aucune
corrélation entre leur variation pondérale et I'importance du déficit. Ainsi, ’'une des
raisons mises en avant & propos des rats témoins n’a pas la portée pratique qu’on
lui attribuait. En conséquence, le probléme posé est double: déterminer les causes
du déficit et préciser les erreurs que ses variations peuvent entrainer sur le calcul
des vitesses de renouvellement du cholestérol.
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770 C. LUTTON, F. CHEVALLIER

Protocole expérimental

On a entrepris une expérience isotopique de longue durée (12 semaines) dans
des conditions pour lesquelles on avait précédemment obtenu le plus faible bilan
radioactif hebdomadaire entre les 5éme et 8éme semaines d’équilibre isotopique
(—31 %, Expérience 15 du Tableau I). 12 rats males, adultes, de souche Wistar,
pesant environ 385 g re¢oivent une alimentation semi-synthétique identique & celle
décrite précédemment! mais contenant 0.047 % de cholestérol et, en supplément,
0.2 % de taurocholate de sodium (DIFCO Lab. Detroit). Aprés 8 semaines de régime,
le cholestérol alimentaire est marqué par du [4-1*C]cholestérol (0.7 uCi/kg de régime)
et chaque animal regoit un implant sous-cutané de [*H]cholestérol cristallisé (20 mg,
4 pCi/mg). Les animaux sont sacrifiés par lot de 4 rats aprés 4 semaines (Lot TC 4),
8 semaines (Lot TC 8) ou 12 semaines d’expérience isotopique (Lot TC 12). Les autres
modalités expérimentales et les techniques utilisées restent inchangées?.

RESULTATS ET DISCUSSION

Etat stationnaire des animanx

Les prises de nourriture des Rats TC 4, TC 8 et TC 12 sont, en moyenne, respect-
ivement de 16.3, 17.8 et 18.4 g par jour (Tableau V). On note une prise de poids des
animaux en cours d’expérience (I %, par semaine) et du foie: 21.2 (TC 4), 24.4 (TC 8)
et 26.1 g (TC 12). La concentration en cholestérol libre est, en moyenne, 2.20 mg/g.
Celle du cholestérol estérifié dépasse en général 14 mg/g et croit pendant la premiére
partie de l'expérience. La concentration en cholestérol total du plasma marque
aussi une progression: 0.66, 1.18 et 1.53 mg/ml, respectivement pour les Rats TC 4,
TC 8 et TC 12. Celle de la carcasse demeure constante. Enfin, les masses de stérols
éliminés quotidiennement dans les féces atteignent, en moyenne, 6.2 (TC 4), 7.7 (TC 8)
et 6.6 mg (TC 12) (Tableau VII).

Ainsi, 'augmentation pondérale des rats aboutit a un accroissement moyen
de 6 mg de stérols par semaine, comme celle des rats témoins!. On a admis qu’il
s’agissait essentiellement de cholestérol®. L’augmentation en cholestérol hépatique
est de 30 mg entre la 4éme et la 8éme semaine d’expérience (cette valeur sera aussi
adoptée entre la 1ére et la 4éme semaine). Elle n’est plus que de 3.8 mg par semaine
entre la 8¢me et la 12éme semaine. Les rats ne sont donc pas en état stationnaire
pour deux raisons: accroissement pondéral et formation d’un foie gras. Cette 2éme
raison a une importance pratique quadruple de la premiére, étant donné que tout le
cholestérol d'un foie gras est mobile’. Ces observations soulignent I'importance de
la période préparatoire a I'expérience proprement dite. Dans le cas particulier, 6 mois
auraient été nécessaires pour parvenir au nouvel état stationnaire. C’est alors seule-
ment que 'on aurait d& commencer 'expérience d’équilibre isotopique.

Relativité de I équilibre isofopique

Les augmentations continues des radioactivités spécifiques moyennes du
cholestérol plasmatique des Rats TC 4, TC 8 et TC 12 (respectivement 737, 914 et
1058 désint./minpar mg), du cholestérol du foie (721, 920, 1020 désint./min par mg)
et de la carcasse (315, 461, 542 désint./min par mg) attestent que cet équilibre n’est
pas atteint (Fig. 3). Ces variations sont trop importantes pour qu’elles puissent étre
expliquées par la seule augmentation de la prise de nourriture des rats. Par ailleurs,

Biochim. Biophys. Acta, 255 (1972) 762—779
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l'augmentation progressive du rapport de la radioactivité spécifique du cholestérol
de la carcasse 4 celle du cholestérol sanguin (43, 50 et 53 %, respectivement pour
TC 4, TC 8 et TC 12) peut étre due a l'existence de vitesses lentes de transfert de
cholestérol®:®. Or, les radioactivités du cholestérol de la carcasse croissent ainsi:
26000 (TC 4), 355000 (TC 8) et 430000 désint./min (TC 12) (Tableau V). On doit
donc distinguer deux parts dans I'accroissement de ces radioactivités. La premiére
correspond a 'approche progressive de 1'équilibre isotopique dans l'organisme, la
deuxiéme rend compte de son expansion. Il en résulte un retard dans I'établissement
de I'équilibre isotopique.

Bilan radioactif et dégradation bactérienne du cholestérol

Le bilan radioactif global atteint, en moyenne, —5 & —3 % pour chacun des
3 lots étudiés, alors que le bilan radioactif hebdomadaire est successivement de
—53% (TC 4), —38,5% (TC 8) et —159% (TC 12) (Tableau V et Fig. 4). Pour ex-
pliquer, chez I'homme, le déficit du bilan radioactif hebdomadaire dans des expé-
riences type ‘“‘équilibre isotopique”, GRUNDY et @/.1% ont suggéré que 10-409% du
[4-1C]cholestérol et du f-[3H]sitostérol alimentaires, sont dégradés par la flore
intestinale. Dans cette étude, le bilan radioactif global est quasiment nul quelle que
soit la durée expérimentale, en accord avec des résultats antérieurs-2. De plus, la
radicactivité de 1’animal au sacrifice est sous forme de stérols: le produit de la masse
des stérols par leur radioactivité spécifique rend compte de la radioactivité de I'extrait
alcoolique. Ainsi, en accord avec d’autres auteurs, chez le rat, le noyau du cholestérol
n’est pas dégradé de fagon appréciable en molécules plus petites dans le contenu in-
testinal, comme, du reste, dans les organesi!; 12,

On a enfin voulu apporter une derniére preuve a cette conclusion. A des homo-
génats de contenus coliques et caecaux de rats témoins ou ayant ingéré trois régimes

100

2 sor
—

§
5 -—— ——TC 12
2 s TC 8
2 ———TC 4
.g
3
o
c
2
@ o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 on 12
Semaines

Fig. 4. Bilan radioactif hebdomadaire moyen de rats sacrifiés aprés 4 semaines (Lot TC 4),
8 semaines (Lot TC 8) ou 12 semaines d’expérience isotopique par voie orale (Lot TC 12).
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RENOUVELLEMENT DU CHOLESTEROL 775

différents, on a additionné des quantités traceuses de [4-1*C]cholestérol, selon Woop
ET HaToFF!3. Apres incubation 4 37°, dans 'obscurité, en aérobie ou en anaérobie,
pendant 48 h, la radioactivité dans la fraction acide est négligeable. Cette observation
est identique a celle des auteurs cités ci-dessus qui ont étudié les féces humaines.
Pour d’antres, la dégradation bactérienne du cholestérol ne serait possible, chez
I’homme, que dans des conditions alimentaires particuliéres'®. En conséquence, les
causes du déficit des bilans radioactifs habdomadaires chez nos rats, sont a rechercher
dans un tout autre contexte.

Vitesses des processus de renouvellement

Connaissant les radioactivités des fractions insaponifiable et saponifiable des
excréments (Fig. 5), on a calculé ces vitesses en appliquant les formules précé-
demment établies qui, rappelons-le, concernent un organisme en état statonnaire®.

Absorption et sécrétion externe

L’absorption du cholestérol est de 7.3, 8.2 et 8.8 mg par jour et la sécrétion
externe de cholestérol de 3.2, 3.8 et 3.2 mg par jour, respectivement pour les Rats
TC 4, TC 8 et TC 12. Le coefficient d’absorption est particuliérement élevé: g3-97 %
(Tableau VII).

Les pourcentages de stérols d’excrétion restant dans les limites physiologiques
définies dans le premier chapitre (respectivement 39-40 et 47 % en moyenne pour
les Rats TC 4, TC 8 et TC 12), on admettra, en premier lieu, que I'erreur faite sur la
masse de cholestérol d’excrétion (mg) mesurée dans le contexte de 1'équilibre isoto-
pique réalisé par voie parentérale est négligeable. La radioactivité spécifique (rp) du
[1C]cholestérol plasmatique augmentant constamment au cours de la période de
recueil (Fig. 3), et 7p étant mesurée a la fin de cette période, la radioactivité moyenne
attribuée a I'excrétion (Rg) sera surestimée. Une surestimation de Rg entraine une
erreur par défaut sur la radioactivité du cholestérol non absorbé (Ry,) et donc une
erreur par exces sur celle du cholestérol absorbé (R,). En effet:

Rna=Rp— Rg
Ry =Ry — Rya

Rp étant la radioactivité des stérols neutres fécaux, Ry étant la radioactivité du
cholestérol ingéré.

Dans la majorité des cas, Rya est plus grand que Rg. Ainsi, une erreur par
excés de 109% sur Rg, par exemple, quelle qu'en soit l'origine, entraine une erreur
par défaut de 10 % au maximum sur Rya. Or, la masse de cholestérol absorbé est,
en régle générale, 5 fois plus grande que la non absorbée. Une erreur par défaut de
10 % sur Rya n’entraine donc qu’'une erreur de 2 % sur R4. Des erreurs relatives
de méme grandeur affectent, en conséquence, les masses de cholestérol non absorbé
{(mna) et absorbé (m,). En considérant la Relation 1, on constate que 'erreur sur la
vitesse de sécrétion externe (mgsg) est entachée d’erreur minime puisque celles affectant
mg et mya sont de signes contraires. Ainsi, bien que 'organisme soit en état d’ex-
pansion et 1'équilibre isotopique en cours d’établissement, la méthode fournit des
valeurs siires des flux de cholestérol dans lintestin: excrétion, sécrétion externe,
absorption.

Biochim. Biophys. Acta, 255 (1972) 762-779
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Transformation et sécrétion interne

Les masses de cholestérol transformé quotidiennement en acides biliaires
croissent ainsi: 10.5 (TC 4), 13.5 (TC 8) et 17.5 mg par jour (TC 12} (Tableau IV).
L’équilibre isotopique n’étant pas atteint, on a calculé de nouvelles vitesses selon
les deux types de correction déja proposés i propos de 1'équilibre isotopique par voie
parentérale. Les valeurs sont reportées dans le Tableau IV. Elles sont trés proches
les unes des autres, la variation maximale (TC 4} étant de 6 %. La comparaison des
résultats obtenus avec le [*H]cholestérol et le [*4Clcholestérol est satisfaisante. Pour
les Rats TC 4, on a 13.5 mg au lieu de 12 mg par jour (moyenne adoptée 12.6 mg
par jour) ; pour les Rats TC 8, on a 17.2 au lieu de 15.2 mg par jour (moyenne 16.2 mg
par jour); pour les Rats TC 12, on a 19.6 au lieu de 18.9 mg par jour (moyenne 19.3 mg
par jour). Les valeurs obtenues pour 1'équilibre isotopique par voie parentérale sont
toutes en excés par rapport a celles obtenues par l'équilibre isotopique par voie
orale. Enfin, on constate que malgré les corrections, les vitesses de transformation
du cholestérol en acides biliaires croissent avec la durée de 'expérience. L’explication
de ce fait sera fournie ci-apres.

Connaissant les valeurs #ma, mr et mg, 'application de la Formule 2 fournit
des valeurs de la sécrétion interne: 5.7 (TC 4), 8.6 (TC 8) et 11.8 mg par jour (TC 12)
(Tableau VIII). Ces valeurs sont erronées car la relation exprime I'équilibre dynamique
du cholestérol mobile dans un état stationnaire et non dans un état d’expansion.
Dans ce dernier cas, la masse du cholestérol mobile de I'organisme s’accroit. On
écrira donc:

mA+mS,=mT+mE+mAC (3)

mac étant la vitesse d’accroissement en cholestérol mobile de 1'organisme.

Les nouvelles valeurs ainsi calculées sont, respectivement, égales 4 13.8, 17.1
et 15.7 mg par jour pour les Rats TC4, TC 8 et TC 12. BLOOMFIELDY® ayant montré
chez le rat que la synthése du cholestérol est proportionnelle & 'apport énergétique

N

des régimes, on a rapporté ces derniers résultats & un apport unitaire de 100 cal,

TABLEAU VIII
£QUILIBRE DYNAMIQUE DU CHOLESTEROL MOBILE

Vitesses moyennes des vitesses des processus intervenant dans ’équilibre dynamique du cholestérol
mobile chez des rats sacrifiés 4, 8 et 12 semaines aprés le début de 'expérience d’équilibre iso-
topique.

Vitesse moyenne (mg par jour)

TC 4 TC 8 TC 12
Transformation 12.6 16.2 19.3
Excrétion fécale 2.5 3.3 3.1
Excrétion urinaire 0.7 0.7 0.7
Disparition 15.8 20.2 23.1
Absorption 7.3 8.2 8.8
Sécrétion interne (Eqn. 2) 8.5 12.0 14.3
Accroissement ~ 5.3 5 1.5
Sécrétion interne (Eqn. 3) 13.8 17.0 15.8
Sécrétion interne par 1oo cal 20.2 22.7 20.4

Biochim. Biophys. Acta, 255 (1972) 762—779
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puisque les ingesta des Rats TC 4, TC 8 et TC 12 ne sont pas rigoureusement les
mémes. Les vitesses de sécrétion interne sont alors, respectivement, de 20.2, 22.7 et
20.4 mg/100 cal par jour. Ainsi, dans le cas expérimental traité, la vitesse de sécrétion
interne est constante (21 mg/100 cal par jour) et indépendante de I'état d’expansion
de 'organisme. On en déduit donc que cet état aboutit a une réduction de la vitesse
de transformation, puisque la vitesse d’excrétion est elle-méme pratiquement con-
stante.

DISCUSSION GENERALE

Pour 6 des 17 expériences effectuées (Nos. 2, 7, 8, 10-12, Tableau I), le poids
des animaux est pratiquement constant durant I'expérience. Le déficit du bilan
radioactif hebdomadaire est alors a rapporter exclusivement au fait que 1'équilibre
isotopique n’est pas encore atteint. Dans tous ces cas, le calcul des vitesses de re-
nouvellement doit tenir compte non pas de la radioactivité spécifique du cholestérol
plasmatique au sacrifice de 1'animal, mais de la radioactivité spécifique moyenne de
ce cholestérol durant la période de collection des féces.

Le poids des animaux augmente au cours de g autres expériences (Nos. 3-5,
9, 13-17, Tableau I). Dans ces cas, le déficit du bilan radioactif hebdomadaire peut
avoir une double cause. D’une part, I’organisme étant en expansion, son accroissement
en cholestérol peut, a lui seul, suffire & expliquer le déficit du bilan. D’autre part,
P'équilibre isotopique peut aussi ne pas étre atteint. On a vu ci-dessus que I'on peut
tenir compte de ces deux états de fait et calculer avec précision les vitesses du pro-
cessus d’apparition et de disparition du cholestérol mobile. Mais, dans tous ces cas,
ces vitesses ne sont plus a rapporter au seul renouvellement, mais aussi 4 1'accroisse-
ment du cholestérol de I'organisme.

Dans un organisme en expansion du type de celui d’un rat ingérant un régime
contenant 0.2 % de taurocholate, les vitesses d’apparition ne sont pas modifiées.
L’accroissement en cholestérol mobile de 1'organisme se fait aux dépens de la trans-
formation en acides biliaires. Ce processus est donc un élément trés sensible de la
régulation de I'équilibre dynamique du cholestérol mobile. Rappelons, en effet, que
chez des rats dont I'absorption de cholestérol est augmentée, c’est 'accélération
de la transformation du cholestérol en acides biliaires qui rétablit 1'égalité de la
Relation 2 (ref. 2). Il en est de mé&me lorsque la vitesse de sécrétion interne est accrueé.

Les valeurs relatives des radicactivités des stérols totaux, du cholestérol ex-
crété et du cholestérol absorbé, au cours d’expériences d’équilibre isotopique, sont
telles que I'erreur sur I’absorption intestinale du cholestérol est négligeable. De plus,
le calcul de la masse excrétée est fournie & moins de 10 % prés. Dans un état station-
naire (Eqn. 2}, c’est donc l'erreur sur la vitesse de transformation en acides biliaires
(quantitativement cinq fois supérieure a celle de I'excrétion) qui détermine l'erreur
sur la sécrétion interne. Dans cette optique, le fait de mesurer cette vitesse de trans-
formation & la fois par I'équilibre isotopique par voie parentérale et par voie orale,
est un gage de 'exactitude de sa valeur, et, en conséquence, de celle de la sécrétion
interne. Dans un état d’expansion (Eqn. 3), la connaissance exacte de la vitesse
d’accroissement est la deuxiéme condition indispensable au calcul de la vitesse de
sécrétion interne.

Biochim. Biophys. Acta, 255 (1972) 762-779
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RESUME

Depuis la publication de la méthode d’équilibre isotopique appliquée au
cholestérol chez le rat, des modifications pratiques ont été apportées. Elles sont
décrites. L’utilisation d’un implant de cholestérol marqué conduit dans certains cas
a surestimer la vitesse d’excrétion fécale du cholestérol. Dans les cas douteux, il est
nécessaire de faire appel 4 la technique initiale d’injection sous-cutanée quotidienne
de cholestérol marqué.

Par ailleurs, la méthode d’équilibre isotopique utilisée en routine (17 expé-
riences) a révélé la grande variabilité des bilans radioactifs hebdomadaires. La
radioactivité du cholestérol et de ses produits de transformation qui sortent de
l'organisme n’est que rarement égale a la radioactivité du cholestérol qui y pénétre
comme cela devrait étre le cas. Pour préciser les origines de ces déficits, une expérience
d’équilibre isotopique a été entreprise avec des rats sacrifiés au bout de 4, 8 et 12
semaines.

La dégradation bactérienne ne peut étre invoquée pour expliquer les déficits
des bilans radioactifs hebdomadaires, car le bilan radioactif global qui inclut le
cholestérol radioactif contenu dans les rats est toujours nul. En fait, les déficits des
bilans habdomadaires s’expliquent parce que, soit, 1'équilibre isotopique n’est pas
réellement atteint, soit, 'organisme est en expansion et non en état stationnaire.
Dans les deux cas, 'utilisation de formules adéquates permet de calculer avec streté
toutes les vitesses intervenant dans 1’équilibre dynamique du cholestérol. Dans un
organisme en expansion, il est indispensable de connaitre la vitesse d’accroissement
en cholestérol de 1'organisme. Compte tenu de ces corrections, l'erreur relative sur
chaque vitesse est précisée.

Dans le cas particulier des rats utilisés pour cette expérimentation critique,
les animaux ingérent un régime témoin auquel est additionné 0.z % de taurocholate
de sodium. Malgré I'état d’expansion qui en résulte, les vitesses de sécrétion interne,
d’excrétion et d’absorption sont constantes. L’accroissement en cholestérol mobile
de I'organisme se fait aux dépens de sa transformation en acides biliaires.
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