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solution de 3,s  g de LiAIH, (0,l mole) dans 100 em3 d’Ather anhydre. La rAduction est 
effectuee comme dans le cas pr6c6dent; on chauffe cependant pendant 2 h. le melange 
rkactionnel. L’huile brune obtenue apr& l‘extraction Athanolique ne cristallise pas, mais 
elle prksente une forte reaction alcaline. On 1’8puiee plusieurs fois par de l’ac6tate d’ethyle 
bouillant legkrement acidifie avec de l’acide acktique. Par refroidissement, on obtient dc 
fines aiguilles incolores dont le F. (153-154O) ne change pas aprbs recristallieation de 
]’acetate d‘kthyle. Le produit est trks soluble dans l’eau et 1’6thano1, peu dans l’acetate 
d’kthyle, insoluble dans l’ac6tone et 1’Ather. Sa solution aqueuse est neutze, et l’analyse 
montre qu’il s’agit de l’acetate d‘un phinyl-3-skrinol. 

C,H130,N, CH3COOH Calculk C 58,15 H 7,49 N 6,16 H,O 0% 
(227) Trow6 ,, 58,19 ,, 7,54 ,, 6,15 ,, 0% 

En me de determiner la configuration sthiquo de ce produit, on en a acetyle 200 mg 
dans 3 em3 de pyridine et  1 cm3 d’anhydride acetique. Les cristaux du derive triacetyle 
fondent h 115O. Le produit initial posskde done la configuration 6rythrol). 

C,,H,,05N Calcule C 61,43 H 6,48 N 4,77% 
(293) Trouvi ,, 61,28 ,, 6,59 ,, 4,97% 

RI~SUMI~.  
Le traitement du phenylhydrazono-2-benzoylacetate d’6thyle 

par l’hydrure de lithium et d’aluminium conduit presque exclusive- 
ment B la phenylhydrazone de l’aldehyde benzoique, confirmant ainsi 
le comportement general des produits b-amino-a, y-dicarbonylks au 
cours de leur reduction. Nous montrons cependant quo la reduction 
de l’isonitroso-2-benzoylac6tate d’kthyle par LiAlH, en allo-m- 
pbdnyl-3-s6rinol est possible dans certaines conditions. 
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229. Recherches sur la cholestCrolest6rase des villositCs intestinales 
par E. F. Metzger et  P. Favarger. 

(21 VII 52) 

I’ntroductiorz. 
Le m6tabolisme du cholesterol, si l’on considere son c6tB pure- 

ment lipidique et non hormonal, depend de l’action des cholesterol- 
esterases. Ces enzymes, qui esterifient le cholestkrol ou hydrolysent 
les esters du cholesterol, ont deux fonctions dependant plus ou moins 
l’une de l’autre. L’enzyme est destine d’une part 5t maintenir dans les 
tissus la proportion des deux formes compatible avec la structure 
et les fonctions physico-chimiques de ees milieux, mais la choles- 
tkrolesterase joue d’autre part un rBle plus specifique dans la rksorp- 
tion et le transport des acides gras et, du cholestkrol lui-meme. Dans 
le cadre de ce travail, nous ne nous intkresserons qu’au tube digestif 
et aux ph6nombnes de resorption. 
-~ 

l) J. Controulis, 111. Rebstock & H .  M .  Crooks, Am. SOC. 71, 2463 (1949). 
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Dans l’intestin, le cholestkrol et ses esters sont soumis B l’action 
ties enzymes panerkatique et intestinal. 

En 1916, Muellerl) expliquait le premier la prhsence des esters du cholestkrol dans la 
lymphc par l’action d’nn ferment pancrkatique, e t  remarquait quc la muqueuse intestinale 
n’a pas d‘activite enzymatique. Proehlicher & Sullmann2) estimaient en revanche que 
Ies csters de la lymphe Btaient form& dans lcs cellules 6pithBliales de l’intestin. Klein3) 
fut le premier 8, mettre en evidence une activit6 cholesterolesterasique dans la paroi 
intestinale ; il observa une hydrolyee. 

En 1949, Nieft4) preparc un extrait de muqueuse intestinalc qui hydrolyse les esters. 
I1 pent aussi r6ctliFer une estbification au moyen d’un extrait provcnant de rats nourris 
pendant denx ou trois semaines avec un regime contenant 1% do lanoline. 

Par un prochde d‘extraction un peu diffkrent, Swell, Byron & tread well^) isolent 
dc la muqueuse intestinale un systbme enzymatique qui parait plus actif que celui dt: 
Nieft. Leur extrait cxerce son action soit dans lo sons de l’hydrolyse, soit dans celui de 
I’esterificat,ion, sans qu’il soit n6cessaire de nourrir les rats avec du cholesterol. L’activitP 
augmente si les rats reqoivent un regimc riche en graisse; elle diminue si Ics rats sont 
dApancrBat6s. Lcs auteurs en dhduisent que l’enzyme de la muqueuse provient en realit6 
de la FBcrBtion pancreatique. 

Le Bretone), qui 6tudia l’action d’un extrait dc la glande pancreatique et  celle du 
sue pancrhatique, conclut que le cholesterol s’estkrifie dans la lumibre intestinale. 

Toutes ces recherches utiliaent des preparations enzymatiques et des substrats 
souvent artificiels. Beaucoup de travaux sur la cholcst6rolest6rase pancrkatique furent 
executes au moyen d’extraits de l’organe, c’est-&-dirc avec un m6lange d’enzymes endo- 
et exocellulaires. Lcurs resultats ne nous permcttcnt pas de prevoir dans quel sens la 
reaction se produira in vivo 8, l’exterieur ou 8, la surface des cellules BpithBliales. 

Nous avons repris ces essais en prochdant de la manibre suivante: 
le substrat est constituk par du serum humain inactivk, qui a de 
grands avantages sur les substrats artificiels. Nos sources d’enzymes 
sont soit les villositks intestinales de Rat rhclhes et rapidement IavBes, 
soit un homogknBisat de ces villosiths. Ces conditions nous paraissent 
moins artificielles que celles qui furent adoptkes antkrieurement. 

Dans tous nos essais, ot quelles que soient les conditions, la. 
rhaction se produit iians le sens de l’hydrolyse. Nous n’avons jamais 
observe une estkrification. 

Partie  e xp Brimen [ale .  
Nons avons employe pour nos exp6ricnces des rats albinos adultcs des deux sexes. 

Leur poids variait entre 180 et  250 g. 
Ces rats regoivent une nourriture composec de 15% de farinc do viande, 85% de 

grain, correspondant A 26% de prothines, 6:/, de graiese, 48”/u de glucides, e t  12% d’eau. 
Pril2vement du tissu. Aprks avoir tu6 les rats par un coup sur la nuque, on prekve 

immddiatcment l’intestin grele que Yon ouvre longitudinalement. L’intestin est lave 
dans une solution physiologiquc do Krebs. 

Par un leger r$clage, on pr6lkve les villosites, on les met dans quclques cmS de 
solution physiologique et on centrifuge 30 secondes & 1000 g pour separer lcs graisses. 

1) J .  H .  Mueller, J. Biol. Chem. 27, 463 (1916). 
z, E.  Pioelicher & H .  Sullmann, Bioch. Z. 274, 21 (1934). 
3, W. Iilein, Z. physiol. Ch. 259, 268 (1939). 
4 )  M .  2;. Nieft, J. Biol. Chem. 177, 151 (1949). 
5 )  L. Swell, J. E. Byron & C. R. I’readwell. J. Biol. Chem. 186, 543 (1950). 
6 ,  E. Le Breton & J .  Pantaleon, Arch. Sci. Physiol. I, 63 (1947). 
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On jette le surnageant et pssec lcs villosites (culot, de centrifugation) i, travers une gaze. 
On les suspend ensuite dans la solution phyeiologique. Pour ccrtains essais, les villosites 
sont broyees au moyen dc l'appareil do Potter1). 

Cette suspension de villosit&, homog6n6is6e ou non, nous sert de source d'enzyme. 
Substrat. Kous utilisons du &rum sanguin humain inactive b 56-60° pendant 1 h. 
Incubation. Lcs cseais biologiques ont Ot6 rOalis6s de la fapon suivante: A 3 01113 

de substrat, on ajoute 25 mg de glycocholate de sodium (qui agira comme activateur), 
0,9 em3 d'une solution physiologiquc ou d'un tampon phosphate, e t  cnfin 0,l om3 d'une 
suspension do villosites intestinales, preparite commc deerit ci-dcssus. Pour les essais 
destines ii 6tablir la courbe d'hydrolyse en fonction du temps, il e,st nBcessaire d'augmenter 
ces quantitks pour pouvoir faire plusieurs prC18vernents. Imm6diatcment a p r h  l'adjonction 
dcs villosit6s, on secoue I'cssai Bncrgiqucment pour le rcndre homogkne et  on en prblbve 
1,3 cm3 pour doser le cholest6rol librc et total. Cette analyge nous donnera lcs valeurs 
pour le temps 0. Lc rcste dc-l'cseai cst incube dans un bain b 370 oh il sera agitk pour 
que le milieu reste aussi homogkne que poasible. Aprbs quelques heures, on fcra un dsu- 
xibme prelbrement p i  servira & unc Ecconde analyee. 

Analyse du cholestkrol et de ses esters. Lc cholcstkrol seriquc ct ses cstcrs sont doses 
Eelon la methode colorimetriquc dc Schoenheimer & Sperry2). Nous avons suivi quelqucs- 
unes dcs modifications apportkcs & la mkthode par Sobel & Mayer3). 

Les lectures color:mBtriques ont kt.4 effectuecs au moyen d'un absorptiomktre 
photoklcctriquc Hilger-Spelcker, et  nous avons utilisC un filtre Ilford (6600 B 7000 A) 

Toutes les analyEes sont faitcs i, double. La precision de la mkthode et  do 2%. 
Activation de l'hydrolyse p r  le glycocholate de sodium. Nous avons effectue dcs 

essais avec dcs concentrations croiseantes de cet activateur. Ces chiffres n'ont qu'une 
valeur relative, car d'aprks Tayeau4), l'activitit des sels biliaircs cst fortemcnt augmentke 
si ceux-ci sont en liaison avcc les proteines. 

T;ihleau 1. 
Hydrolyse en fonction du temps. 

50/,, . . . . . . . .  
12°/,0 . . . . . . . .  
25°/o,, . . . . . . . .  L- 

Hydrolyse apr&s 
Oh. 1 l h .  1 4 h .  1 6 h .  

O i o 0  de glycocholate dc Na 

OS6 la:/, 23% 3576 
0%" So/, 29% 36% 
Oq/, 10% 28% 41% 

-- 
Rat  No 

117 
118 
119 
120 
130 
131 --- 

Glycocholatc de Sodium 

Hydr. 7% 
3, 95% 
,. 347i 
., log/, 
., 6loi 
,, 35% 

250/,, 

Hydr. 25°/, 
> >  77% 
., 39";6 
., 65% 
,, 66% 
., 4s:< -- 

l )  V .  R. Potter & C .  A .  Elvehjem, 5. Biol. Chem. 114, 495 (1936). 
2, R. Schoenheimer & W .  M .  Sperry, J. Biol. Clicm. 106, 745 (1934). 
3, A.  E. Sobel & M .  Mayer, J. Biol. Chem. 157, 258 (1945). 
4, F .  Tayeazc & El. Nivet, a. de Physiol. 43, 876 (1951). 
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Influence du p H  sur l’hydrolyse des esters d u  cholestdrol. Nous ajoutons au milieu 
reactionnel un tampon phosphate (Na,HPO,), dont le pH varie de 3,3 B 8,O. I1 est choisi 
dc fagon que le p H  final s’etablisee de 6,3 ti 8,4, aprks melange avec lc serum et la pr6- 
paration enzymatique. 

Toutes les mesures de pH sont effectuees avec un pH-mbtre Beckman, 

Tnbleau 3. 
Influence du pH sur l’hydrolyse. 

modble G. 

Influence de la concentration de l’enzyme. L’importance de l’hydrolyse des esters 
croit”avec la quantite d’enzyme present dans I’essai. S’il y a suffisamment d’enzyme, 
tous les esters peuvent 6tre scindks. L’homogBnBisation ne semble pas avoir d’influence 
sur I’ampleur de l’hydrolyee. En effet, si pour un m6me rat  on homogknkise une partie 
des vil1ositi.s au moyen de l’appareil de Potter & Elvehjem, l’activite sera sensiblement 
la m&me que celle de la partic non broyCe. Essai:  3 em3 serum sanguin + 25 mg glyco- 
cholate de sodium + solution de Krebs pour compl6tcr le volume de l’essai i 4 em3. 
Durde de l’incubation: 4 h. 

L’azote des preparations enzymatiques est dose d’aprks la micromethode de KjeZhhZ. 

Tableau 4. 
Activiti. de I’enzyme. 

Cholesterol libere par 

1 mg hr villosites intzstina 1 

Chol. present 
ds l’essai 1 g de tissu 

Ttiblcnu 5. 
Influence de la quantit6 de prCpsration enzyinatique. 

1 Rats N O  j QunntitC. de villositks 
I I 
I- I 

7 2 ,  7 3  
72, 73 
72, 73 

115, 116 
115, 116 
115, 110 
115, 116 
115, 116 

0,l em3 bmillies 
0 em3 
0,1 cm3 fraiclies 
0 ,Ol  cm3 fraicheu 
0,05 rm3 frxirhcs 
0,l cni3 freiclies 
0,1 ern3 non hoiriog. 
0.1 rm3 hoinogren6istks 

d’esters du chol. 
liydrolysds ap& 4 h. 

0 0 ;  

0 76 
95:; 

340G 
83”” 
71”; 
71 $0 

70’ 
0 
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IBhibition de l’hydrolyse. Supposant que le sens de la reaction que nous btudions 
depend de la concentration de ses constituants au depart, nous avons essay6 de d6placer 
eet Bquilibre. 

On ajoute It un essai normal d’hydrolyse (contenant donc du sbrum, du glyco- 
cholate de sodium, le tampon et des villosites) de I’ol6ate de sodium. 

L’hydrolyse est d’autant moins marquee que la quantite d’oleate est plus grande, 
mais le sens de la reaction ne change pas. 

TabIeau 6. 
Influence de l’olbate de sodium. 

Hydrolyse des esters du cholest6rol 
ds l’exp. temoin avec 3O/,,  d’oleate avec 10°/,, d’ol6ate 

aprks 1 h. I aprks 4 h. aprbs 1 h. I aprBs 4 h. apr& 1 h. 1 aprBs 4 h. 
I 
I 

Essai d’estkrif ication du cholestbol. Partant de ce ph6nomi.ne d‘inhibition, nous 
avons essay6 de realiser un milieu qui devrait Qtre favorable b une esterification. 

Dans ce but, nous avons ajoute des villosites intestinales B du serum sanguin 
humain inactivi. Aprbs environ 4 h., la presque totalit6 des esters est hydrolye6e. On 
chauffe 1 h. B 56-60° pour inactiver l’enzyme des villositks. On ajoute des villositbs 
fraivhes, et pour certains essais, de I’oleate de sodium, defapon B constituer un milieu 
favorable b la formation d‘esters. 

Une autre eerie de rats reqoit pendant 1 aemaine un regime contenant 1 % de choles- 
t6rol. Ce regime d‘orientation pourrait influencer les systBmes enzymatiques de I’intestin. 

Les villosites de ces rats sont miees en contact avec du serum sanguin dont les 
esters du cholesterol ont C t C  prealablenient hydrolyds. 

Dans tous ces essais, aueune esterification du cholestirol n’a pu Btre mise en Bvi- 
dence. Dans certains cas oh la teneur initiale en esters etait de 5%, l’hydrolyse s’est pour- 
suivie jusqu’b leur disparition. 

Discussio.n. 
Les nombreuses contradictions que l’on rencontre dans la biblio- 

graphie concernant l’action des cholesterolestbrases pancrbatiques et 
intestinales ne doivent pas nous Btonner. 

Les particularites des s y s t h e s  enzymatiques agissant sur les 
lipides sont diffdrentes de celles des autres systbmes. Le dbroulement 
de la reaction depend dans une plus grande mesure de facteurs 
physico-chimiques, notamment de l’btat de dispersion. La comp6- 
tition comme acccpteurs d’aeides gras, entre le cholestbrol d’une 
part, et  les autres constituants du milieu (protkines, sels biliaires) 
d’autre part, joue un grand r61e. Une faible variation de p H  peut 
modifier considdrablement la stabilit6 des lipoproteinex en cause. 
L’h4t6rogbnBitB du systkme est trbs grande, et la loi d’action de masse 
bas& sur l’ensemble des concentrations du systkme, ne pcut d6ployer 
tous les effets. 

I1 parait trbs difficile, pour l’instant, d’obtenir un milieu syn- 
thdtique dans lequel l’dtat de dispersion des substrats et des enzymes, 

114 
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la composition des lipoprotdines en cause, soient seulement apparent& 
aux systbmes qui existent in vivo. 

De nombreux exp6rimentateurs ont d6montr6 que les tissus con- 
tiennent des cholest6rolest6rases ; mais ces essais, aussi complets 
qu’ils soient, ne peuvent pas nous renseigner sur l’activitb ou la 
fonction rBelle de ces cholest6rolest6rases in vivo. 

Le cholestBro1 ingdr6 naturellement est pour la plus grande 
partie sous forme de lipoprot6ines, et il est vraisembbble que la 
formation de lipoprot6ines aecompagne Bgalement 1’6mulsionnement 
des lipides qui doit necessairement prkc6der la rdsorption. 

Faute de pouvoir realiser une suspension homogkne de telles lipo- 
protkines, nous avons choisi le serum sanguin inactive comme substrat. 
La trks grande majorit6 du cholest6rol s6rique se trouve sous forme de 
lipoprot6ines a1 et p1 (Cohwl)) .  L’expBrience nous a montr6 que les cho- 
lestbrolest6rases Btaient plus actives sur un tel substrat. Malgre la diver- 
sit6 des &rums, nous avons toujours eu des rdsultats reproduetibles. 

En  ce qui concerne l’activation des cholest6rolest6rases, quelques 
essais nous ont prouv6 que l’action de la bile totale Btait identique 
3, celle de la quantit6 eorrespondante de glycocholate. Aussi la plupart 
de nos essais ont-ils B t B  faits avec du glycocholate de sodium qui est 
d’un emploi plus commode. 

A l’encontre d’autres exp6rimentateurs, nous avons utilis6 
l’homogkn6isat total ou la suspension dcs villositBs aussi fraiches que 
possible. Des contr6les histologiques ont montr6 que les suspensions 
obtenues par r$clage Btaient constitudes par unc grande majorit6 
de cellules 6pith6liales intactes. La plupart des villositBs sont arrachkes 
complbtement, mais la suspension renferme aussi un grand nombre 
do ccllules epithdliales libres ou plus ou moins group6es. I1 nous 
parait signifieatif que S’homogBnBisat ii’ait pas une activitk plus 
grande que la suspension de villositds. On peut rapprocher ce resultat 
de celui de Swell, Byron. & TreadweZZ2), qui supposent que l’enzyme 
de la muqueuse intestinale est d’origine panerdatique. Si cet enzyme 
exerce surtout son action en &ant adsorb6 sur la membrane ext6rieure 
des cellules 6pith61iales7 il n’est gukre Btonnant que l’aetivit6 des 
cellules intactes soit aussi grande que celle de l’homogBn8isat. 

Le fait que nos preparations n’ont jamais favoris6 autre chose 
qu’une hydrolyse des esters du cholestkrol, mBme en presence d’un 
excks de cholest6rol libre et d’acides gras libres, fait supposer que 
l’est6rification ne se produit pas non plus in vivo dans 1’6pith6lium 
intestinal. Ces r6sultats paraissent oppos6s B ceux de Chaikoff3) et ~ _ _ _ _  

l) E .  S. Cohn, L. E. Strong, W .  L. Hughes, P. 8. Mutford, J .  N .  Ashworth, M .  Melin 

2, L. Swell, J .  E. Byron & C. R. Treadwell, J .  Biol. Chem. 186, 543 (1950). 
3, J. L. Chaikoff, B. Bloom, M .  D. Siperstein, J .  Y .  Kiyasu, IV. 0. Reinhardt, W .  0. 

& H .  L. Taylor, SOC. 68, 459 (1946). 

Ilauben & J. F. Eastham, J .  Biol. Chem. 194, 407 (1952). 
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BoZErnan & PZoc7c1), qui suggbrent une estBrification dans la paroi 
intestinale. 11s sont confirm& par les essais in vivo que nous avons 
effectuBs au moyen de cholesterol marqut? au deutdrium,)). 

RESUMI~. 

L’activite cholesterolest6rasique des villositBs intestinales de Rat 
est Btudiee en fonction du temps, du pH, de la composition du substrat 
et tie la concentration en enzyme. Dans toutes les conditions choisies, 
on observe une hydrolyse des esters du cholesterol et jamais une 
esterification du eholestbol libre. 

Institut de Chimie physiologique de l’Universit6 de Genkve. 

230. La rhsorption intestinale du deutCrio-cholesthrol et sa 
repartition dans I’organisme animal sous forme libre et estCrifihe 

par P. Favarger et E. F. Metzger. 
(21 VII 52) 

E n  Btudiant le mdtabolisme du cholestdrol, nous devons consi- 
dhrer que ce corps a deux fonctions distinctes. I1 est premibrement le 
precurseur de toute une serie de substances fonctionnelles, sels 
biliaires, hormones, vitamines. Deuxikmement, il intervient dans 
la resorption et le transport des graisses. Cette dernikre fonction est 
en rapport avec la synthbse et l’hydrolyse des esters du cholestkrol 
et avec leurs propridtks physico-chimiques. 

Ces r6les biologiques du cholesterol peuvent &re particulibre- 
ment bien BtudiBs a l’aide d’8lements lourds ou radioactifs. Ainsi la 
synthlse du cholestdrol B partir d’Blhments en C ,  fut prouvee par 
Bloch & Bittenberg3) B l’aide d’acide acdtique marque au D. Ces 
rbsultats furent confirm& et dlargis par des travaux utilisant le 14C. 

Les isotopes ont aussi permis d’Btudier les problbmes biologiques 
du point de m e  dynamique. Pihl, BZoch & Anker4) travaillant avec 
l’acidc acdtique au 14C, ont fix6 la demi-duree de vie du cholesterol 
hhpatique du Rat B 6 jours ; l’administration d’eau lourde Q un homme 
permit B London, & Rittenberg5) de mesurer la demi-dur6e de vie du 
cholesthrol sdrique, qui est de 8 jours. 

l) J .  L .  Bollman & E .  V.  Flock, Am. J. Pliysiol. 164, 480 (1951). 
2, P. Fuvurger & E. F. Netzger, Helv. 35, 1805 (1952). 
3, K. Bloch & D. Rittenberg, J. Biol. Chem. 145, 625 (1942). 
4) A. Pihl, K .  Bloch & H .  J .  Anker, J. Biol. Chem. 183, 441 (1950). 
5 ,  J .  M .  London & D .  Rittenberg, J. Biol. Chem. 184, 687 (1950). 


