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Abstract-The solubilizing properties of aqueous solutions of isomeric bile salts, deoxycholate, chenodeoxycholate 
and ursodeoxycholate for naphthalene and cholesterol have been studied. For both molecules, ursodeoxycholate 
micelles have the poorest detergent power. Binding of naphthalene to micelles modifies the chemical shifts of the 
angular methyl groups of the bile salts as determined by ‘H NMR. A greater pertubation of the Cl9 methyl signal 
relative to that of the C,s methyl signal is observed with deoxycholate and chenodeoxycholate but not with 
ursodeoxycholate. These results suggest a distinct micellar structure for ursodeoxycholate. 

R6sm~--L,es proprietts solubilisantes des solutions aqueuses des sels biliaires isombres, dksoxycholate, 
chdnodksoxycholate et ursodesoxycholate ?I l’tgard du cholestkrol et du naphtaltue ont ttt CtudiCes. II a &k mis en 
dvidence que les micelles d’ursodbsoxycholate posskdaient un pouvoir detergent trbs inftrieur B celui des autres 
sels. La liaison du naphtakne aux micelles, btudike par RMN du proton, moditie les dkplacements chimiques des 
mdthyles angulaires des sels biiaires. Une plus grande perturbation du signal du mkthyle Clp par rapport B celui du 
mkthyle Cl8 est observke en prCsence de dtsoxycholate et de chknodtsoxycholate mais pas en prksence 
d’ursodkoxycholate. Ces rksultats suggerent pour I’ursodCsoxycholate une structure micellaire particulfre. 

Les sels biliaires interviennent dans des processus phy- 
siologiques importants: solubilisation du cholesterol et 
des phospholipides dans la bile, tmulsilkation (en 
prksence de kithine) des lipides alimentaires, transport 
micellaire des produits de l’hydrolyse pancrkatique vers 
la muqueuse intestinale. 

Deux acides biliairk, les acides chenodesoxycholique 
et ursodesoxycholique prksentent un grand inter& en 
thkrapeutique comme agents dissolvants des calculs bil- 
iaires cholest&oliques.‘*2 Le rSle de “dktergents biolo- 
giques” des sels biliaires est interprCt@ par la formation 
d’agrkgats possedant, en solution aqueuse, des propriCtks 
tensio-actives et solubilisantes analogues ?I celles des 
micelles classiques. Cependant il a pu 6tre rnont&j que 
le processus d’agrkgation est difftrent et plus complexe 
dans le cas des sels biliaires. En fait, alors que les 
tensio-actifs classiques sont caractCrisCs par une chaine 
hydrophobe terminde par une t&te polaire hydrophile, les 
sels biliaires prksentent une structure stkroi’dique avec 
une jonction cis des cycles A et B, une fonction car- 
boxylate en 24 (cette fonction est conjugke avec la 
glycine ou la taurine dans le foie) et une B trois fonctions 
hydroxyles en position 3,7 etlou 12. Cela conduit g 
l’existence d’une face hydrophobe et d’une face hydro- 
phile. Le modtle gkntralement accept6 pour l’agr6gation 

*Adresse actuelle: Laboratoiie de Reactions Selectives sur 
Supports, Universit6 de Paris-Sud. Bat. 410. F 91405 Orsay, 
France. 

en solution aqueuse des sels biliaires a Ctk proposk par 
Small3 et fait intervenir une association dos B dos des 
faces hydrophobes; les “micelles primaires” ainsi for- 
mCes, contenant jusqu’8 10 mokules peuvent ensuite 
s’associer entre elles par liaison hydrogkne (“micelles 
secondaires”). RCcemment, Mazer et al.’ ont montrk que 
la formation des micelles secondaires etait kgalement 
sous la dkpendance d’interactions hydrophobes rkpul- 
sives entre le solvant et la surface de la micelle primaire. 

Les sels de sodium des acides biliaires dihydroxylts 
isombres, desoxycholique (3~z, 12a OH), chenodesoxy- 
cholique (3a, 7a OH) et ursodesoxycholique (3a, 7/3 OH) 
ne diffkent que par la position et la st&Cochimie des 
groupements OH (Fig. 1). Les prop&& des solutions 
aqueuses de ces sels isombres sont cependant t&s 
diff&entes, et en particulier, leurs pouvoirs solubilisants 
distincts B l’kgard des lipides leur permettent de jouer un 
r6le spdcifique des la rkgulation de l’absorption in- 
testinale du cholest6rol.8*9 Nous avons voulu examiner si 
ces divers pouvoirs solubilisants pouvaient &re reliks B 
une diffkrence de structure micellaire des sels biliaires 
isomkres en solution. Pour cela nous avons d’une part 
mesurC la solubilitk du cholestkrol et du naphtakne dans 
les solutions de ces trois sels biliaires, d’autre part, nous 
avons examine la perturbation des dkplacements chi- 
miques des protons des mCthyles en Cl8 et Cl9 des 
squelettes stkrdides par la dissolution de quantitks 
croissantes de naphtalbne selon une mkthodologie pro- 
posCe par Menger et ~011.” 
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IUlNJLTATS ET DIscus(IKIN 

Solubilisation D i’kquilibre du naphtakne et du choles- 
terol dans des solutions aqueuses de sels biliaires 

Le Tableau 1 montre que: les trois sels biliaires ont un 
pouvoir solubilisant distinct; DCNa est un d&ergent 
lC&ement plus actif que CDCNa mais t&s nettement 
plus efficace que UDCNa. Chaque espbce des se1 biliaire 
dissout plus de naphtalbne que de cholestbrol. Les 
di@rences de comportement observkes entre les sels 
biliaires sont beucoup plus accudes en pr6sence de 
cholestkrol qu’en pr&ence de naphtalbne. Cette Ctude de 
solubilisation par les sels biliaires con&me les rCsu.ltats 
obtenus avec d’autres molCcules insolubles dans l’eau.” 
11 apparait que, dans la skrie des sels biliaires dihy- 
droxylks 6tudi6e. la position en 7 ou en 12 du groupe- 
ment hydroxyle n’affecte pas beaucoup les propriMs 
solubilisantes dans la mesure oti ces hydroxyles sont en 
position axiale; par contre l’orientation Cquatoriale des 
l’hydroxyle port6 par le carbone 7 rCduit considbable- 
ment les capacitds solubilisantes. Les mokules de CDC 
Na et de DCNa prksentent une face polaire distincte 

d’une face hydrophobe, tandis qu’avec UDCNa, cette 
bipolarit nette est rompue ii cause de la proximitk du 
groupement 78 OH et des mCthyles CIS et G9. 

Etude de la solubilisation du naphtakne par rtfsonance 
magn&que nucl&ire 

Les r&dtats obtenus (Fig. 2) pour les solutions de 
naphtal&ne dans le DCNa et le CDC Na correspondent 
bien g ceux ddcrits par Menger et ~011.‘~ pour des solu- 
tions 0.2 M d’acide glycodesoxycholique B pH = 8.00. 
Les r6sonances des protons des mkthyles en Cls et Cl9 
sont d6plac6es vers les champs forts lorsque croit la 
concentration de naphtalbne dissoute et cet efet est 
beaucoup plus manque pour 1s protons du mkthyle en Cl9 
que pour ceux du mkthyle en Cle. Aprbs Menger” nous 
interptitons ce r&Mat comme indiquant: 
-Que le naphtakne dissous est incorporb a l’int&ieur de 
l’agr&at micellaire. 
-Que le site d’incorporation du naphtal4ne est situ6 p&s 
de la jonction des cycles A et B (plus grande pertur- 
bation du m6thyle en C,,). Le DCNa et le CDCNa 
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Fig. 1. Con&ration apatiale des sels biliaires dihydroxylts: CDCNa (3a,7a OH), UDCNa (3a.78 OH), DCNa 
(3a,lZa OH). 

Tableau 1. Solubilite A IUquilibre du aaphthakne et du cholestirol dam des solutions de scls biliaires 

Se1 biliaite 

200 mM 

Naphtal+ne 

solubilitd rapport molaire 

!!!!! SB’/l naphtalene 

Cholest6rol 

solubilite rapport moloite 

z!Y SB/l cholestCro1 

UDCNa 3.70 54 0.50 396 

CDCNa 14.50 13.8 9.55 21 

DCNa 15.50 12.5 11,32 17.7 

SB* : Se1 Bilieire 
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Pig. 2. Variation des dCplacements chimiques des protons des mttbyles C1s et Ctp des sels biliaires en fonction de 
la concentration en naphtal&ne. 

semblent done bien former en solution aqueuse des 
agrkgats miceilaires dans iesqueis ie motif primaire cor- 
respond & une association des moikules par interactions 
hydrophobes, ie “coeur” hydrophobe de la “micelie 
primaire” ainsi formbe, intdressant la jonction des cycles 
A et B des moi&ules de DCNa ou de CDC Na. 

Le comportement de UDCNa est t&s diff6rent. Dans 
la iimite reiativement faible de soiubilit6 du naphtaikne 
on constate qu’il y a perturbation sensible mais trks peu 
diffdrente des dkplacements chimiques des protons des 
mkthyles en Ct8 et Cl+ Ceci peut suggkrer, soit que 
UDCNa ne forme pas d’a&gats miceiiaires en soiutior~ 
aqueuse,” soit que la structure des ces agrbgats est 
distincte de ceiie du DCNa et du CDCNa. Des travaux 
rCcents’3*‘4 viennent de montrer que UDCNa s’associe 
effectivement en solution aqueuse mais par ailieurs 
l’examen des modbies moiCculaires indique ciairement 
que le 7 OH Cquatoriai de LJDCNa est plus orient6 vers 
la face hydrophobe du stbroi’de, ce qui pourrait conduire 
B un “empaquetage” micellaire spCcifique B cette moltc- 
ule. 11 faut cependant noter que ies carackistiques phy- 
siques miceiiaires: concentration miceiiaire critique et 
nombre d’agrkgation sont sembiabies pour les espbces 
UDCNa et CDCNa.‘3.‘4 Les mauvaises propri&bs soiu- 
bilisantes de UDCNa A i’&ard du naphtakne et du 
choiestkroi, comparCes i celles de DCNa et CDCNa 
sembient done pouvoir s’interprhter raisonnablement et 
simpiement par la formation d’agkgats de structure 
diffbrente de ceiie correspondant au DCNa et au 
CDCNa. Un point important qui reste B Ctudier est la 
structure prkise des miceiies mixtes se1 biliaire-choies- 
tCro1. Le choiestkroi est-il, comme ie napht&ne ou ie 
pyrbne,15 dissous dans ie coeur hydrophobe des miceiies 
de JICNa ou de CDCNa, ou bien y-a-t4 interactions 
hydrophobes avec ies surfaces des ces memes miceiies 
primaires?‘. 

PARTlElmPmMmrALE 

Mali&es premihrs 
L.es sels de sodium des acides desoxycholique et 

chenodesoxycholique soot des produits Calbiochem grade A 

(99% et 97%). L’acide ursodesoxycholique (99%) est un don des 
Ctablissements Roussel-Uclaf. Le cholestCro1 est nn prod& 
Sigma. La naphtha&e, Na#O,, NaHCOs et Na*B,O, sent des 
produits Merk. NaOD 1 N et J&O (99.8%) soot des produits du 
CEA (service des moltcules mars&es). 

Mesures de solubik! 
Soh&ilisation du naphtakne. A des solutions aqueuses 

200 mM en se1 biiie, pH = 9.5,O.OS M Na+ on ajoute des cris- 
taux de naphtalene finement broybs. J_es tubes soot bouches puis 
agit6s dans un bain-marie g 25” pendant 6 jours. La solubilitc g 
1’6quilibre est gt&alement atteinte db le 3&me jour. Les 
q 6langes biphasiques sont alors rapidement filtrts sur membrane 
de cellulose de porosit6 5 pm ou sur laine de verre. La concen- 
tration du naphtalhne dissous est mesur6e g 276~1 au spec- 
trophotom&re. Jobin-Yvon. Le coefficient d’absorption moiaire 
du naphtalbne a Ctt trouv6 &al AS.06 x l@ litre mol-’ cm-‘, une 
vale& tout i) fait comparabli8 celle trouvte par Mukerjee.’ 

Solubilisation du cholesterol. On utilise une m&hode de 
coprdcipitation,’ en pr6sence d’un l&ger exc& de cholest6rol. L.es 
conditions de concentration en se1 b&ire, de pH et de force 
ionique soot identiques a celles utilisfes pour la solubilisation du 
naphtalbne. Les mClanges se1 biie~holesterol soot agitCs 
pendant 8 jours B 25”. La solubilit6 t l’6quilibre est atteinte aux 
environs du Sbme jour. Cc laps de temps est ntcessaire car il 
existe au dCpart une lCg&re sursaturation due g la forme anhydre 
plus soluble, puis transformation en forme monohydrate comme 
not6 par fgimi et Carey. ” Les mClanges soot alors 8ltrCs sur 
membrane de porosit6 0.45 pm Sartorius. Le cholesttrol est dos6 
dans le &at isotrope, par une mCthode enzymatique mettant en 
jeu la cholest6rol oxydase.” 

&de RMN 
Cette &tie a W r&ah& sur un spe&om&re B haut champ 

CAMECA fonctionnant B 25OMHx pour le ‘H. I.es spectres sont 
r6f6renct.s par rapport g la raie du TM.5 contenu dans un tube 
capillaire coaxial au tube Porte Cchantillon. LRs solutions util- 
isles sont faites dans un tampon deuttrc borate pH = 9.5, Na’ = 
O.OSM, p&par6 d’aprks Bates. ‘* Les solutions de sels biliis 
soot 0.2M et out W obtenues par dissolution directe des sels 
dans le cas de DCNa et de CDCNa, et par dissolution dans le 
tampon des qua&G convenables d’acide ursodesoxycholique et 
de NaOD pour LJDCNa. On ajoute uo exc& de naphtakne 
Gnement broy6 g chacune de ces solutions et on agite ces 
mtlanges pendant 4 jours de fawn intezmittente. Aprts refroi- 
dissement on filtre et on obtient ainsi pour chaque se1 biliaire une 
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solution mbre pour laquelle on peut mesurer la quantitk de 
naphtalbne dissoute, les protons en 3, 7 ou 12 du sel b&ire 
servant d’&aIon interne. Les dosages de ces mdmes solutions par 
la mCthode spectromCtrique U.V. D&rite plus haut, ont donnt 
des rtsultats semblables. On peut ensuite, g parti de ces solu- 
tions meres, pi&parer des solutions plus dildes en naphtalene 
par dilution avec les solutions initiales 0.2 M en sels biliaires. II 
est ainsi possible d’ftudier les variations des d&placements chi- 
miques des protons caract&istiques, tels que les CH, en C1s et 
C1, pour chaque se1 biliaire, en fonction de la concentration en 
naphtaibne. L’attribution des rtsonances des CH, en C,s et C19 se 
fait sans ambiguitt.10~‘g20 
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