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SUMMARY 

The transesterification method used by MAHADEVAN and LUNDBERG for 
cholesterol esters synthesis, following the scheme cholesterol acetate + fatty 
acid methyl ester + cholesterol ester + methyl acetate, has been adapted to 
the microscale (1 to 10 pM) imposed by the use of labelled molecules of high 
specific activity. 

This method is particularly suitable for the synthesis of polyethylenic 
fatty acid cholesterol esters : it has unable us to obtain the following esters : 
414C and 7a3H cholesteryl linolenate and arachidonate, cholesteryl linolenate 
U14C and arachidonate (5-6, 8-9, 11-12, 14-15)3H; the mixture of these two 
types of esters of high specific activity give rise to series of doubly labelled 
esters, at the user’s convenience. 

RESUME 

La methode de transesterification utilisee par MAHADEVAN et LUNDBERG 
pour synthetiser des esters du cholestCrol selon : acCtate de cholestCryle + ester 
mtthylique d’acides gras -> ester du cholesterol + acCtate de mtthyle, a CtC 
adaptee aux microquantitks (1 a 10 pM) de 1’Cchelle imposte par l’emploi de 
molCcules marquees d’activitks specifique tlevCe. 

Cette methode particulikrement adaptte aux synthbes d’esters d’acides 
gras polyethyltniques a permis d’obtenir les esters suivants : IinolCnate et 
arachidonate de cholestkryle 414C ou 7a3H, linolenate U1*C de cholesteryle 
et arachidonate (5-6, 8-9, 11-12, 14-15)3H de cholestkryle : le mklange de ces 
2 types d’esters de haute activitC specifique permet de realiser une sCrie 
d’esters doublement marques, a la convenance de l’experimentateur. 

* R e p  le 29 d h m b r e  1964. 
Actuellement Attach6 de Recherches a 1’1. N. S. E. R. M 
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INTRODUCTION. - OBJET DU TRAVAIL 

Le mktabolisme des esters du cholesterol fait actuellement l’objet d’ttudes 
intensives : etude de I’estkrification du cholesterol par des homogenats de 
foie in vitro [l], hydrolyse de ces esters par des homogenats de foie [2], par 
le serum [3], etudes du turnover des diffkrents esters in vivo dans le plasma 
humain [4], biosynthtse des esters du cholesterol, des chylomicrons [5] l. 

Ces ttudes sont gCnCralement effectutes soit au moyen de cholesterol 
7a3H [l], soit au moyen d’acides gras P4C [ 5 ] ,  parfois au moyen d’esters 
(sttarate, oltate, linolkate de cholesttryle 7a3H) parfois au moyen d’un 
prkcurseur du cholesterol, generalement l’acide mevalonique 214C [4]. 

Des effets remarquables de la nature de I’acide gras sur certains de ces 
mttabolismes ont pu &re ainsi mis en evidence. 

Toutefois ces etudes dissocient toujours les 2 (( moitits )) de I’ester, 
acide gras et sterol, et l’on n’a jamais, de ce fait, une idte compltte du mCta- 
bolisme de ces esters. De plus, ces etudes au moyen de molecules traceurs 
ont t t t  limittes dans le groupe des esters d’acides gras polytthylkniques, a 
l’acide linoleique. 11 nous a paru interessant de pouvoir ttendre la strie des 
esters marques aux acides tri et tCtraCthylCniques par union du cholesterol 
414C ou 7a3H au linoltnate et arachidonate de cholesttryle inactif, ou inverse- 
ment, le melange des 2 types d’esters realisant une sCrie d’esters doublement 
marques a la convenance de l’experimentateur. 

Les seuls acides gras tri et tktratthyleniques marques dont nous avons 
pu disposer ktaient l’acide linolenique U14C et l’acide arachidonique (5-6; 
8-9; 11-12; 14-15)3H; la strie des molecules que nous avons synthttise 
s’est trouvee de ce fait limitte a 6 esters : linolenate et arachidonate de cho- 
lesttryle 414C, linolenate et arachidonate de cholesteryle 7a3H, linolenate 
U14C de cholesteryle, arachidonate (5-6; 8-9; 1 1-12; 14-15)3H de cholesttryle. 

L’objet de ce travail est de rapporter nos essais pour ces diffkrents 
esters. 

Les methodes generalement utiliskes pour la synthkse de l’ester du 
cholesterol unissent le sterol libre a l’acide gras, son anhydride ou son chlorure 
d’acide [6, 7, 8, 9, 10, tableau I.] Elles s’avtrent malheureusement difficilement 
utilisables avec les acides gras polyethyltniques, extremement fragiles : en 
particulier il est difficile d’obtenir le chlorure d’acide correspondant. 

Certes, la mithode de WOOD [ I l l  permet encore d’obtenir le chlorure 
de linoleyle et recemment encore PINTER [I21 l’a utiliste pour synthetiser le 
chlorure de linolenyle et d’arachidonyle ; mais les rendements sont mauvais, 

Cf. Cgalement (( Recent Studies on the metabolism of cholesterol esters n (DEWITT 
and S. GOODMAN) et (( Origin and role of plasma cholesterol esters P (L. GIDEZ) in Gordon 
Research Conferences. 15-19 juin 1964. 
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m&me a l’echelle du gramme, et nous n’avons pu transposer cette mCthode a 
l’echelle du mg, echelle irnposte par la conservation d’une activitt speci- 
fique elevte lorsqu’on se propose par exemple de synthktiser le linoltnate 
U14C de cholestkryle. 

Puisque ce qui limite les possibilites des methodes utilisant le chlorure 
d’acide est precisement la difficulte d’obtenir du chlorure d’acide 1’Cchelle 
semi-micro (et il en est Cvidemment de meme pour l’anhydride d’acide) des 
mCthodes utilisant l’acide gras libre pourraient mieux convenir : telle la 

TABLEAU 1 

/O + HO -R‘ ---+ R - C  /O 1) R - C  
\O-H \O - R‘ 

- PAGE et RUDY [6] (0 = 2Wo/t = 3 a 4 h/CO,) 
- CATALINE et Coll. [7] (0 = 130 - I 40n/t = 3 h C,H, + H) 

/O 

/ 
L O  

\Cl 

2) R - C  

-- R -  
I 

‘0 + H O - R ’  
R - C  

R-CcbO +HO-R’  \ 
- PAGE et RUDY [6] 
- SWELL et TREADWELL [9] 
- FRONT et DAUBERT [8] 
- LABARRERE et Coll. [lo] 
- WOOD et Coll. [I ] ]  

. C  /O 

\O - R’ 

3) (CI - co - COCI) 

IJN - co - 
+ HOR’ + / O  

RI-C 
\OH 

- KAUFMANN et Coll. [I41 
(R, = hydroxy ou cetoacide) 

EtONa 
(4) R - C  / o  fAcOR’ + KC /) + AcOCH, 

- MAHADEVAN et LUNDBERG [I51 

\OCH, \OR‘ 

R = chaine carbonee d’acides gras 
R‘ = cholestCrol 
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mkthode de STAAB [13] utiliste par KAUFMANN 1141 dont le principe est base 
sur la condensation directe du sterol et de l’acide gras libre en prtsence de 
NN‘ carbonyl diimidazole. Mais cette mtthode est complexe et nous a paru 
t r b  difficilement transposable B l’tchelle semi-micro utiliste. Notre choix 
s’est finalement portt sur la mtthode de transesttrification utilisee par 
MAHADEVAN et LUNDBERC [I51 pour le mCme type de synthbe que celle 
que nous avions en vue mais pour des quantitts de I’ordre du gramme. 

Le principe de cette mkthode est le suivant : la transesttrification est 
rCalisCe entre I’acttate de cholesttryle et l’ester mtthylique ou tthylique de 
l’acide gras par chauffage sous vide (30 mm Hg) et faible courant d’azote 
d’un melange de ces 2 substances, sans solvant, avec une faible quantitt 
d’tthylate ou de mtthylate de sodium jouant le r8le de catalyseur. 

Cette mCthode nous a paru pouvoir Ctre adaptte aux problkmes que posent 
les microsynthkses de produits radioactifs puisqu’elle utilisait deux dCrivts, 
acttate de cholesteryle et methyl ester de I’acide gras, que l’on sait obtenir 
quantitativement (mCme sur des quantitks trks faibles) A partir du sttrol ou 
de l’acide gras marque dont nous disposions. 

De nombreux essais en inactif, que nous ne rapporterons pas ici, nous 
ont permis de prtciser les meilleures conditions exptrimentales pour des 
quantites de sttrol ou d’acide gras de I’ordre de 1 B 10 pM, et nous ont 
conduit B imaginer un dispositif miniature du montage propost par 
MAHADEVAN [I51 (fig. 1). 

- ECHELLE - 
0 1 2 3 4 5 c m  

- -_ 
FIG. 1. - Appareil utilise pour la semi-microsynthese de l’arachidonate ou du linolknate 

de cholesteryle. 
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Le tableau I1 rassemble les rtsultats des 6 synthkses effectutes. Ces 
rtsultats appellent quelques commentaires : 

1. Pour les synthkses 1 ,  2 et 5, nous avons effectue la rtaction avec un dtrive 
marqut ayant l’activitt sptcifique maximum sans entraineur froid. 

Pour les synthkses 3 et 4 l’activite sptcifique du cholesterol 7x3H dont 
nous disposions (1,97 Ci/mM) a t te ramente h 50 mCi/mM par addition 
de cholesterol froid avant l’acttylation, car nous n’avions pu reussir de 
synthkse pour des quantitts (0,2 mg) d’acttate de cholesttryle inactif de 
I’ordre de celle que representait la totalitt de l’acttate de cholesttrol 
7x3H dont nous aurions dispost si nous avions conservC I’activitC spt- 
cifique originale. 

Pour la synthkse 6, l’activite sptcifique tlevte (139 mCi/mM) de l’acide 
linoltnique U14C a t t t  ramenke a 10 mCi/mM par addition d’acide lino- 
ltnique froid avant la methylation. 

2. L’activite sptcifique des esters est identique a celle du compost traceur 
mis en rCaction puisque a ce stade de la rtaction nous n’ajoutons pas 
d’entraineur . 

3. Compte tenu des conditions de la rtaction on peut estimer que les 
rendements sont satisfaisants, de I’ordre de 30 ?i 45 %, m&me lorsque les 
proportions de sterol et d’esters mtthyliques passent du rapport 1/5 
(synthhses 1, 2, 3, 4) au rapport 3/1 (synthkse 5). 

Fait exception la synthkse 6 dont le rendement est trks bas : nous 
pensons que ce resultat est en rapport avec la quantite extremement faible 
de substances mises en jeu (10 mg) alors que toutes les autres rCactions 
portent sur des quantitts beaucoup plus importantes (18 5 36 mg). 

Le rendement pour le linoltnate de cholesteryle 414C est inferieur a 
celui donnt par PINTER [I21 (58 % contre 40 %) qui utilise la mtthode au 
chlorure d’oxalyle. Par contre, le rendement pour l’arachidonate de cho- 
lesttryle 414C est superieur a celui obtenu par cet auteur avec la mtthode 
au chlorure d’oxalyle (30-32 ”/, contre 45 %). 

Si l’on compare ces valeurs a celles donnees par GOODMAN [2] pour le 
linoleate de cholesttryle 7 d H  (77 %) toujours avec la methode au chlorure 
d’oxalyle, on voit que les mtthodes utilisant les chlorures d’acides 
se rtvklent de moins en moins rentables lorsque le degrt d’insaturation 
de l’acide gras augmente. 

4. Le bilan des reactions ne fait pas ttat de la recuptration des produits 
marques qui n’ont pas rtagi. : la chromatographie sur colonne ou sur plaque 
de Kieselgel G nous a toujours permi de retrouver la quasi totalitt du 
mattriel radioactif mis en jeu, partie sous forme d’esters, partie sous 
forme d’acttate de cholestkryle (ou de cholesttrol) ou sous forme de 
mtthyl-esters (ou d’acides gras libres) selon la nature des traceurs mis 
en reaction. 
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PARTIE EXP~RIMENTALE 

A. - Matkriel 

I. - Molkcules marqukes utiliskes. 
1) Cholestkrol 4I4C en solution benzenique : 2 lots : l’un d’activitt spC- 

cifique 25 mCi/mM (origine (( Radio Chemical Centre Amersham ))), l’autre 
d’activitk sptcifique 19,4 mCi/mM (meme origine). 

2) Cholestkrol 7a3H en solution benzenique : activitt sptcifique I ,97 Ci/mM 
(origine (( Radio Chemical Centre Amersham D). 

3) Acide linolknique U14C en solution benzenique : activitt sptcifique 
139 mCi/mM (origine (( Radio Chemical Centre Amersham D). 

4) Acide arachidonique (5-6; 8-9; 11-12; 14-15) 3 Hen solution benzenique : 
activitt spCcifique : 850 mCi/mM; origine : gracieusement fourni par (( Labo- 
ratoire de Synthbses Hoffmann-JJa Roche (RBle) P. 

11. - Autres molkcules utiliskes : 
I )  CholestCrol (( Fluka )) puriss U.S.P. cristallise F = 148-1490 

2) Linolenate de mCthyle (( Fluka D puriss (No A. 55.243). 
3) Arachidonate de methyle (( Hoffmann-La Roche D (BBle). 

(a)2o = -39O, 5 & 9 (NO A.52.310). 

B. - Essais de radioactivitk 
Toutes les mesures de radioactivite ont t t t  rtalistes a I’aide d’un scintil- 

lateur liquide Tri-Carb (( Packard D 314 FS, par dissolution dans 10 ml 
de tolukne contenant 4 g de 2,5 diphenyl oxazole (P.O.P.) et 0,5 g de 
1-4-bis-2(4 methyl 5 phenyl oxazole) (P.O.P.O.P.) par litre de tolubne. 

Le rendement pour le 14C est de 46 %, et pour le 3H de 19 %. L’exactitude 
des mesures effectuCes sur les composts 14C et 3H a t t t  obtenue par l’emploi 
d’un Ctalon interne de tolukne 14C ou 3H. 

La puretC radiochimique des produits de dtpart, et de ceux de synthkse, 
a CtC vtrifite par autoradiographie sur film Kodak Regulix H.S. type 2, de 
leur CCM sur Kieselgel G selon la mtthode de RICHARDSON et coll. [16]. 

C .  - Synthbe de l’ace‘tate de choleste‘ryle 7a3H ou 414C 
Le cholestCrol 414C ou 7a3H est chaufft 1 heure A reflux avec un mtlange 

a parties Cgales de benzbne anhydre (1 ml) et d’anhydride acCtique (1 ml). 
La verification de l’ester synthttid a kte faite par CCM sur Kieselgel G 

(solvant : Hexane/Ether Isopropylique : 98,5/ 1,5. Rtvelateur : anisaldthyde) 
et par autoradiographie de cette chromatoplaque. Ont t t t  acttylts par ce 
procCdC : 
- 0,5 mCi de cholesterol 414C d’activitt sptcifique 25 mCi/mM. 
- 0,5 mCi de cholesttrol 414C d’activitt spkcifique 19,4 mCi/mM. 
- 2 mCi de cholesttrol 7a3H d’activitt sptcifique 50 mCi/mM. 
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D. - Me‘thylation de I’acide linolknique U14C 
et de l’acide arachidonique (5-6; 8-9; 11-12; 14-15) 3 H 

La mtthylation de l’acide gras libre est rCaliste selon BOWYER et coll. [17] 
par le mtthanol sulfurique 10 % (10 ml, 1 H 

Aprks addition de 20 ml d’eau, on extrait 3 fois avec 10 ml de Pentane. 
La solution organique est lavCe a l’eau jusqu’h pH 7 et stchte sur (( Sikkon D. 
L’ester mtthylique est stpart par CCM prkparative sur Kieselgel G : rende- 
ment 98 %. La purete de I’ester mCthylique obtenu est contr6lte par CCM 
sur Kieselgel G (solvant : Hexane/Benzkne 515, RCvtlateur : anisaldthyde), 
et par autoradiographie de cette chromatoplaque. 

Nous avons ainsi mCthylt : 0,l mCi d’acide linolenique U14C d’activitk 
sptcifique 10 mCi/mM, et 10 mCi d’acide arachidonique (5-6; 8-9; 11-12; 
14-1 5)W, d’activitt spkcifique 850 mCi/mM. 

800). 

E. - Reaction de transestkrijication 
Me‘thode gknkrale 

A I’aide d’une seringue, on introduit par la tubulure A dans le rtservoir B 
de l’appareil (fig. 1) 1 ml d’ether anhydre contenant en solution : 
a) dans le cas oh le produit radioactif est ie sttrol : pour 1 micromole 

d’acCtate de cholesttryle, 5 micromoles de l’ester methylique de l’acide 
gras. 

b) dans le cas oh le produit radioactif est l’ester mtthylique de I’acide gras : 
pour 1 micromole d’ester methylique de I’acide gras, 3 micromoles d’act- 
tate de cholestdryle. 

Les diffkrents rCcipients sont rincts par 2 fois 0,5 ml d’ether anhydre. 
La solution Cthtrte est ensuite CvaporCe sous azote a tempkrature ambiante. 
On ajoute alors 100 a 200 micromoles de mtthylate de sodium a l’aide 
d’un tube effilt. L’appareil est alors mis en communication avec Ie vide, 
(30 mm de mercure) tout en conservant le balayage d’azote, et l’on chauffe 
le rCservoir B 7 heures a 80-900. 

Une fois la reaction terminte, les produits sont extraits 3 fois avec 
5 ml d’tther anhydre. La solution Cthtrte est rapidement filtrte sur verre 
fritt, et tvaporte B sec. 

F. - Se‘paration et purijication des esters 
La sCparation des produits de rtaction est rCaliste soit par chromato- 

graphie sur colonne d’acide silicique ou de Kieselgel G soit par CCM prtpa- 
rative sur Kieselgel G. 
- dans le cas de la chromatographie sur colonne d’acide silicique (3 g) 

l’ester du cholestCro1 est Clut par le m8ange Pentane/Benzkne 9/l; l’acdtate 
de cholesttryle et l’ester mkthylique de I’acide gras qui n’ont pas rCagi 
sont CluCs par le mtlange Pentane-Benzkne 8/2. 

Les details du mode operatoire ont ett donnes dans une publication anterieure [18]. 
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La purett de chaque fraction est ttudiCe par CCM sur Kieselgel G 
(solvant : Hexane/Ether isopropylique : 98,5/1,5, rCvClateur : anisaldehyde). 
Ce procCdt a Ctt appliqut aux synthtses 3 et 4 (voir tableau 2). 

- dans le cas de la chromatographie sur colonne de Kieselgel G ( 5g), 
l’ester du cholesttrol est tlut par le mClange Hexane/Ether isopropylique 
98,5/1,5; chaque fraction est ttudiCe par CCM sur Kieselgel G (solvant : 
Hexane/Ether isopropylique 98,5/1,5, RevClateur : anisaldthyde). Les 
fractions ester du cholesttrol pures en CCM sont rtunies. Ce proctdt a 
ttk appliqut aux synthtses 1 et 2 (voir tableau 2). 

- dans le cas de la CCM prtparative sur Kieselgel G, le rCsidu de l’tther 
est dtpost sur une chromatoplaque de 1 mm d’epaisseur sous forme d’une 
bandelette de 10 cm de long, et encadrte par deux taches ttmoins (100 pg) 
d’un mtlange ester mithylique de l’acide gras + ester du cholesterol + 
acttate de cholesttryle. La chromatoplaque est dtveloppte dans le systbme 
Benzkne/Hexane 5 / 5 .  Seules, les parties correspondantes aux temoins 
sont rtvtlkes a l’anisaldthyde. On repkre ainsi la position de l’ester du 
cholesterol synthCtist. 

La zone correspondante est alors recuptrte par grattage; la poudre 
de Kieselgel G ainsi obtenue est extraite par 3 fois 20 ml d’tther anhydre. 

Ce proctdt a CtC appliqut aux synthbses 5 et 6 (voir tableau 2). 
Des trois proctdts de purification et de stparation utilisks, le plus 

inttressant nous parait Ctre la CCM prtparative. Ce proctde s’adapte en 
effet parfaitement bien a la separation de quantitCs de produit de l’ordre 
de 10 a 100 mg. La sCparation entre l’ester du cholesttrol (Rf = 0,45) et l’ester 
mtthylique (Rf = 0,20) est bonne, et trts rapidement obtenue (20 minutes). 

G. - ContrGle d’identitk 

1) La purett chimique des esters synthttists a Ctt vkrifiee : 
- par CCM sur Kieselgel G (solvant : Benztne/Hexane 515; RCvSateur : 

anisaldthyde : un seul spot de Rf 0,45). 
- par spectrophotomttrie I. R. : dtp6t de 1 mg de produit sur lame de KBr. 

Ce procede Cvite la contamination des cuves et permet la recupkration du 
produit radioactif depose : (les spectres I. R. ainsi obtenus sont identiques 
B ceux d’tchantillons d’esters ttmoins analyses par les proctdts spectro- 
photomttriques 1. R. usuels (solvant CS,) (fig. 2, 3, 4 et 5). 
2) La purett radioclvmique a et6 vtrifite par autoradiographie (sur film 

Kodak rtgulix H.S. type 2,) de la CCM sur Kieselgel G, selon la technique 
decrite par RICHARDSON et coll. [16]. 

H. - Essais de conservation 

Les echantillons d‘esters du cholesterol marquis au 14C ou 3H sur le 
sterol ou l’acide gras sont conservts en solution benzknique en ampoules 
scellCes sous vide, maintenues au congklateur a - 2 5 O .  
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Chi-' 

1,011gu~ur tl'ontle 1 Xlicroris I 

FIG. 2. - Spectre I. R.  du IinolCnate de cholestkryle 414C obtenu par evaporation sur pastille 
de KBr d'une solution chloroformique de 1 mg de produit. 

CM-' 

I.oiigiicwr ~'OII I IV (.Mirroiih I 

FIG. 3. - Spectre 1. R.  du linolenate de cholestkryle dam le CS, (50 mg/ml). 
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Au bout de neuf mois, la CCM sur Kieselgel G ne donnait que un seul 
spot de Rf == 0,45. On peut donc affirmer l’absence de produit d’auto- 
oxydation ou de radiolyse. 

1400 
CH-’ 

7 8 9 10 n 12 13 

1.onyuciir il’ontlr (Mirror,, I 

FIG. 4. - Spectre I. R .  de I’arachidonate de cholesteryle 414C obtenu par evaporation 
sur pastille de KBr d’une solution chloroformique de 1 mg de produit. 

1400 
CM-’ 

7 9 10 11 12 13 

L-ipueur d’oadr (Microne 1 

FIG. 5. - Spectre I. R. de l’arachidonate de cholesteryle dans le CS2 (50 mgiml). 
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