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INTRODUCTION

Afin de reunir les conditions optimales pour la standardisation de la lipase
pancreatique, nous avons etudie certains facteurs importants, principalement
l'action d'activation par les sels biliaires. Depuis les travaux de Will
starter et al.1 ,2, on a eu l'habitude de determiner I'activite lipolytique des
extraits pancreatique en presence d'ions Ca2 + et de sels biliaires, en premier
lieu des solutions de taurocholate de sodium. Plusieurs auteurs, principale
ment Desnuelle et ses collaborateurs'r", ont etudie egalement l'action des
activateurs sur l'hydrolyse des triglycerides, Grace a l'analyse chimique
des produits de degradation, ils ont pu observer in vitro que la pancreatine
n'hydrolyse pas completement les triglycerides, mais qu'essentiellement il y a
formation de di- et de monoglycerides et peu de glycerol.

La transformation de triglycerides en diglycerides represente la reaction
principale, si Ie milieu a pH 8 ne contient que des sels biliaires. Tandis
que la degradation s'etend jusqu'au stade de monoglycerides si Ie milieu
contient outre les sels biliaires une quantite determinee d'ions Ca2 +, soit un
equivalent de calcium par chaine d'acide gras liberable. L'activation par
les ions Ca2 + consisterait dans l'elimination de l'interface huilejeau
des acides gras Iiberes, sous forme de savons de calcium. Ainsi les tri
glycerides non hydrolyses et les diglycerides peuvent a leur tour entrer en
contact avec l'enzyme. Cependant, l'action des sels biliaires reste jusqu'a
present inexpliquee, bien que plusieurs hypotheses ont ete proposees. On
pourrait associer cette action a leur pouvoir solubilisant et a leurs proprietes
tensioactives. Au cours de travaux antcrieurs'c", nous avons observe
que la structure micellaire, le pouvoir solubilisant et autres proprietes des
acides biliaires sont tres influences par la presence d'impuretes. Ainsi nous
nous sommes proposer d'etudier l'action des sels biliaires a l'aide de produits
purifies.

METHODES

Pour mesurer I'activite lipolytique, nous avons suivi Ia methode potentio
metrique de Desnuelle, Constantin et Baldy". Cette methode OU on
emploie comme substrat une emulsion stable d'huile d'olive, a l'avantage
qu'elle permet de suivre l'action Iipolytique en fonction du temps. A
temperature constante le substrat tam:ronne est porte a pH 8,2 par addition
de soude 0,1 N. On determine en fonction du temps la quantite de soude
0,1 N necessaire pour ramener Ie pH a8,2, quand il est tombe par l'action de
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l'enzyme a8,0. Apres plusieurs operations de ce genre, on peut tracer une
courbe des equivalents acides Iiberes par la lipase en fonction du temps, et
determiner la vitesse initiale de lipolyse. Nous avons etudie ainsi l'action
des solutions de cholate de sodium, de desoxycholate de sodium et de
taurocholate de sodium sur I'activite lipolytique des extraits pancreatiques,

Les premiers essais ont ete effectues dans un milieu depourvu de sels de
calcium, afin de connaitre l'action isolee des sels biliaires, et aussi parce
qu'en presence d'ions Ca2 + les sels biliaires donnent eux-memes des sels de
calcium insolubles. Pourtant des essais ulterieurs en presence de calcium
ont donne les memes resultats,

RESULTATS

L'effet de la concentration en sels biliaires
Dans le Tableau 1 sont consignees les activations relatives pour differentes

concentrations en sels biliaires. Nous avons compare deux preparations
d'enzymes d'une activite lipolytique fort differente (A et B).

Tableau 1. L'activation de deux preparations d'enzymes lipo1ytiques (A et B) par 1es sels
biliaires

Augmentation (%) del'actioite lipolytique (p.eq. acides liberes par rapport
a l' essai a blanc) avec T'addition du sel biliaire:

Concentration des Cholate de sodium, Desosycholate de Taurocholate de sodium,
sels biliaires utilisantla preparation sodium, uti1isant la utilisant la preparation
(mmoljl.) d'enzyme: preparation d'enzyme: d'enzyme:

A B A B A B
(apres (apres (apres (apres (apres (apres
500") 250fl

) 500") 250") 500/1) 25O")

33,3 - - - - 52,9 -
16,6 92,9 420,0 108,4 431,1 44,2 189,4
3,33 81,6 172,5 122,4 - - -
1;66 72,9 - - 240,0 74,7 55,3
0,83 6k7 97,5 100,0 95,4 50,0 55,3
0,17 1 ,7 40,6 37,6 56,4 ° °0,083 0 ° 13,4 15,5 - -

Ces resultats montrent que l'activation du desoxycholate est la plus
prononcee, et que celle du taurocholate est nettement inferieure a celIe des
deux autres sels biliaires. L'effet de la variation de la concentration est
aussi moins prononce pour Ie taurocholate. L'activation s'etend jusqu'aux
tres faibles concentrations (Ie desoxycholate de sodium jusqu'a 0,083
mmoljl., Ie cholate de sodium jusqu'a 0, I 7 mmol/l, et le taurocholate de
sodium jusqu'a 0,83 mmol/l.), Ces concentrations sont nettement in
ferieures aux concentrations critiques micellaires (6 a 8 mmoljl, pour le
desoxycholate de sodium, 30 mmol/l. pour le cholate de sodium). II est a
remarquer que l'activation par Ie cholate ne differe que tres peu de celIe du
desoxycholate, bien que son pouvoir solubilisant soit nettement inferieur,

L'activation de la lipolyse par les sels biliaires ne va pas de pair avec leur
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structure micellaire en solution. L'Iiypothese, que les sels biliaires agissent
comme agent solubilisant ou emulsionnant des acides gras Iiberes, semble
done infirmee, Ceci est confirme par l'action inhibitrice, qu'excercent
selon Wills 10 plusieurs detergents, aussi bien anioniques que cationiques, sur
la lipase pancreatique. Nous avons etudie l'effet du dodecylsulfate de
sodium et du bromure de cetyltrimethylammoniurn (cetavlon). L'hydro
lyse de l'huile d'olive par la lipase pancreatique est entierement inhibee par
le dodecylsulfate de sodium, aussi bien aux concentrations faibles qu'elevees.
Le cetavlon active Iegerement la reaction a des concentrations inferieures a
0,33 mmoljl., mais inhibe des que la concentration augmente. Ces resultats
semblent contredire l'action des substances tensioactives par un effet
emulsionnant.

On observe aussi que l'action des sels biliaires depend du degre de purete
de la pancreatine elle-meme. Chez la pancreatine A (la moins pure),
I'activite lipolytique n'augmente plus a partir d'une certaine concentration
en sels biliaires. L'activite de la pancreatine B, au contraire, augmente de
facon continue avec une concentration croissante en sels biliaires. L'action
des sels biliaires semble done augmenter avec I'activite meme de la pan
creatine.

L'influence de la temperature
L'activite lipolytique a ete mesuree a des temperatures variant de 20° a

40°, en absence et en presence de desoxycholate, de cholate et de taurocholate
de sodium (6,66 mmolj!.) (voir Tableau 2).

Tableau 2. L'effet de la temperature sur I'activite lipolytique

Activit! lipolytique (fteq. acides Iiberes) avec I'addition du sel biliaire:

T emperaiure Sans sels Cholate de Dlsoxycholate de Taurocholate de
(OC) biliaires sodium sodium sodium

sans avec sans avec sans avec sans avec
CaC12 CaC12 CaC12 CaC12 CaC12 CaC12 CaC12 CaC12

20 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
25 91,4 105,3 119,1 133,3 126,4 142,8 118,3 127,3
30 100,0 96,2 144,5 165,1 198,6 178,5 145,8 150,0
35 90,3 90,9 175,4 174,3 231,9 191,4 166,7 157,9
40 - 85,5 - 198,8 225,7 207,1 168,3 157,9

En absence de sels biliaires, la vi~esse de reaction initiale ne varie pas
sensiblement avec Ia temperature, $eulement une legere diminution de
I'activite enzymatique est observee aux temperatures elevees, En presence
de sels biliaires, avec ou sans ions Ca:2 +, la vitesse de reaction initiale aug
mente rapidement avec la temperature. L'action par Ie desoxycholate de
sodium est legerement superieure a l'action par les autres sels biliaires. En
supposant que la reaction cl'hydrolyse se passe de la meme facon aux
differentes temperatures, l'energie d'activation en presence de sels biliaires
atteint une valeur de 10,1 kcal/mole. Nous confirmons ainsi les observations
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de Desnuelle, concernant une modification de la cinetique de la lipolyse en
presence de sels biliaires.

L'influence de la composition du substrat
11 fut indispensable afin de pouvoir determiner le poids moleculaire

moyen, de connaitre la composition triglyceridique de l'huile d'olive. A
cette fin la composition en acides gras de l'huile d'olive employee fut, apres
saponification, determinee par isomerisation alcaline suivie de spectrophoto
metric et par chromatographie en phase gazeuse. On trouve la composition
en acides gras dans Ie Tableau 3.

Tableau 3. La composition des
acides gras obtenus apres saponi

fication de l'huile d'olive

Acidegras %

Acide palmitique 14,0
Acide palmitoleique 2,2
Acide stearique 1,6
Acide oleique 72,6
Acide linolique 8,8
Acide linolenique 0,69

En milieu heterogene nous avons employe comme substrat des emulsions
d'huile d'olive, de trioleine et d'un melange de trioleine et de tristearine,
En milieu homogene nous avons employe comme substrat des solutions de
Tween-20 (monolaurate de polyhydroxyethylenesorbitane) suivant l'essai
propose par Boissonas-'.

Les sels biliaires activent surtout l'hydrolyse des triglycerides de l'huile
d'olive. Leur action est reduite a moitie lorsqu'on emploie comme substrat
un melange de trioleine et de tristearine et retombe au quart pour les
emulsions de trioleine. Cette action est nulIe sur l'hydrolyse du Tween-20.
L'activation de la lipolyse par les sels biliaries se manifeste donc uniquement
dans un milieu heterogene. Ce qui semble prouver que leur action
s'exerce a l'interface huilejeau,

En nous basant sur les travaux de Todor'P, et de Sarda et Desnuelle'",
qui ont montre que I'activite de la lipase depend de I'etendue de I'interface
huile/eau dans I'emulsion, on aurait pu supposer que l'ecart pour les
differents substrats etait dli a une difference df degre de dispersion des
emulsions employees. Cependant l'examen microscopique nous a montre
que le degre de dispersion dans les trois cas etait sensiblement identique
(diametre des globules ± 10 tJo). L'effet n'est pas dfi a une specificite de
substrat de la lipase, car les essais sans sels biliaires ne different que peu.
La difference entre les trois emulsions doit etre attribuee a la composition en
rriglycerides.

CONCLUSIONS

II est demontre que les sels biliaires activent la lipolyse ades concentrations
encore inferieures a la concentration critique micellaire. En leur presence
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la vitesse de reaction initiale augmente avec la temperature et ils n'agissent
comme agent activateur qu'en phase heterogene emulsionnee, Les re
cherches de Schanheyder et Volqvartz-! sur la lipase pancreatique et
I'esterase hepatique ont montre que, dans les milieux homogenes en absence
de sels biliaires, la vitesse de reaction initiale depend de Ia temperature.
Puisqu'au contraire dans des systemes heterogenes I'effet de la temperature
ne se produit qu'en presence de sels biliaires, nous pouvons en conclure que
les sels biliaires ameliorent le contact entre la lipase, dont on sait15 qu'en
solution aqueuse elle est adsorbee sur une emulsion aqueuse de triglycerides,
et le substrat, de facon que la reaction se passe comme dans un milieu
homogene.

En se basant sur ces resultats on peut proposer pour la pratique clinique
la methode suivante pour la determination de I'activite lipolytique: A une
emulsion d'huile d'olive, tamponnee? a l'aide d'une solution 0,005 M de
tris(hydroxymethyl)aminomethane, on ajoute 5 ml d'une solution, 0,1 M de
desoxycholate de sodium. Le tout est place dans un thermostat a 37° et Ie
pH est porte a 8,2 a I'aide de soude 0,1 N. On ajoute alors I ml de serum
et on mesure le temps necessaire pour faire retomber Ie pHjusqu'a 8,0. On
determine ensuite la quantite de soude necessaire pour ramener le pH
exactement a 8,2. On exprime les resultats en unites, soit en I-lmoies
d'acides gras Iiberes par 1 ml de serum apres 1 min (poids moleculaire
moyen des acides gras : 277).
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