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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 C,y methyl signal
relative to that of the C,; methyl signal is observed with deoxycholate and chenodeoxycholate but not with
ursodeoxycholate. These results suggest a distinct micellar structure for ursodeoxycholate.

Résume—Les propriétés solubilisantes des solutions aqueuses des sels biliaires isoméres, désoxycholate,
chénodésoxycholate et ursodésoxycholate a I’égard du cholestérol et du naphtaléne ont été étudiées. Il a été mis en
évidence que les micelles d'ursodésoxycholate possédaient un pouvoir détergent trés inférieur & celui des autres
sels. La liaison du naphtaléne aux micelles, étudiée par RMN du proton, modifie les déplacements chimiques des
méthyles angulaires des sels biliaires. Une plus grande perturbation du signal du méthyle Cys par rapport i celui du
méthyle C,; est observée en présence de désoxycholate et de chénodésoxycholate mais pas en présence

d’ursodésoxycholate. Ces résultats suggérent pour I'ursodésoxycholate une structure micellaire particuliére.

Les sels biliaires interviennent dans des processus phy-
siologiques importants: solubilisation du cholesterol et
des phospholipides dans la bile, émulsification (en
présence de lécithine) des lipides alimentaires, transport
micellaire des produits de I'hydrolyse pancréatique vers
la muqueuse intestinale.

Deux acides biliaires, les acides chenodesoxycholique
et ursodesoxycholiquz présentent un grand interét en
thérapeutique comme agents dissolvants des calculs bil-
jaires cholestéroliques."? Le role de “détergents biolo-
giques” des sels biliaires est interprété® par la formation

d’agrégats possedant, en solution aqueuse, des propriétés .

tensio-actives et solubilisantes analogues i celles des
micelles classiques. Cependant il a pu étre montré** que
le processus d’agrégation est différent et plus complexe
dans le cas des sels biliaires. En fait, alors que les
tensio-actifs classiques sont caractérisés par une chaine
hydrophobe terminée par une téte polaire hydrophile, les
sels biliaires présentent une structure stéroidique avec
une jonction cis des cycles A et B, une fonction car-
boxylate en 24 (cette fonction est conjuguée avec la
glycine ou la taurine dans le foie) et une i trois fonctions
hydroxyles en position 3,7 et/ou 12. Cela conduit i
Iexistence d’une face hydrophobe et d’une face hydro-
phile. Le modéle généralement accepté pour I'agrégation

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

en solution aqueuse des sels biliaires a été proposé par
Small® et fait intervenir une association dos & dos des
faces hydrophobes; les “‘micelles primaires” ainsi for-
mées, contenant jusqu'a 10 molécules peuvent ensuite
s’associer entre elles par liaison hydrogéne (“micelles
secondaires”). Récemment, Mazer ef al” ont montré que
la formation des micelles secondaires était également
sous la dépendance d’interactions hydrophobes répul-
sives entre [e solvant et la surface de la micelle primaire.

Les sels de sodium des acides biliaires dihydroxylés
isomeres, desoxycholique (3a, 12a OH), chenodesoxy-
cholique (3a, 7a OH) et ursodesoxycholique (3, 78 OH)
ne different que par la position et la stéréochimie des
groupements OH (Fig. 1). Les propriétés des solutions
aqueuses de ces sels isoméres sont cependant trés
différentes, et en particulier, leurs pouvoirs solubilisants
distincts a I’égard des lipides leur permettent de jouer un
réle spécifique des la régulation de I’absorption in-
testinale du cholestérol.*® Nous avons voulu examiner si
ces divers pouvoirs solubilisants pouvaient étre reliés a
une différence de structure micellaire des sels biliaires
isoméres en solution. Pour cela nous avons d’une part
mesuré la solubilité du cholestérol et du naphtaléne dans
les solutions de ces trois sels biliaires, d’autre part, nous
avons examiné la perturbation des déplacements chi-
miques des protons des méthyles en C,z et C;o des
squelettes stéroides par la dissolution de quantités
croissantes de naphtaléne selon une méthodologie pro-
posée par Menger et coll.'
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RESULTATS ET DISCUSSION

Solubilisation a I'équilibre du naphtaléne 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 détergent
légerement plus actif que CDCNa mais trés nettement
plus eﬂicace que UDCNa. Chaque espéce des sel biliaire

dissout plus de naphtaléne que de cholestérol.

différences de comportement observées entre les sels
biliaires sont beucoup plus accusées en présence de
cholestéroi qu’en présence de naphtaiéne. Cetie étude de
solubilisation par les sels biliaires confirme les résultats
obtenus avec d’autres molécules insolubles dans I'eau.'’
Il apparait que, dans la série des sels biliaires dihy-
droxylés étudiée, la position en 7 ou en 12 du groupe-
ment hydroxyle n’affecte pas beaucoup les propriétés
solubilisantes dans la mesure ol ces hydroxyles sont en

position axiale; par contre I'orientation équatoriale des
Phydroxyle porté par le carbone 7 réduit considérable-
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ment les capacltés solublhsantes Les molécules de CDC
Na et de DCNa présentent une face polaire distincte
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d'une face hydrophobe, tandis quavec UDCNa, cette
bipolarité nette est rompue 3 cause de la proximité du
groupement 78 OH et des méthyles C,; et C,s.

FEtude de la solubilisation du naphtaline par réso

magnétique nucléaire

Les résultats obtenus (Fig. 2) pour les solutions de
naphtaléne dans le DCNa et le CDC Na correspondent
bien & ceux décrits par Menger et coll.'® pour des solu-
tions 02M d’acide glycodesoxycholique 4 pH =8.00.
Les résonances des proions des méihyies en C5 et Cyo
sont déplacées vers les champs forts lorsque croit la
concentration de naphtaléne dissoute et cet effet est
beaucoup plus manque pour les protons du méthyle en C,,
que pour ceux du méthyle en C,s. Aprés Menger'® nous
interprétons ce résuitat comme indiquant:
—Que le naphtaléne dissous est incorporé a I'intérieur de

nance

I'agrégat micellaire.

—Que le gite &’ mco.rnerat.on d... nph taléne est situé prés
de la jonction des cycles A (p grande pertur-
bation du méthyle en C.,) Na et le CDCNa
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Fig. 1. Configuration spatiale des sels biliaires dihydroxylés: CDCNa (3a,7a OH), UDCNa (3a,78 OH), DCNa

3 am ) v
(3a,i12a OH).

Tableau 1. Soiubiiité 4 i*équilibre du naphihaiéne et du choiesiéroi dans des solutions de seis biliaires
Sel biliaire Naphtal&ne Cholestérol
200 mM solubilité rapport molaire solubilité rapport molaire
nM SB’/I naphtal2ne mM SB/1 cholestérol
UDCNa 3,70 54 0,50 396
CDCNa 14,50 13,8 9,55 21
DCNa 15,50 12,5 11,32 17,7

: Sel Biliaire
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Fig. 2. Variation des déplacements chimiques des protons des méthyles Cyq et Cyy des sels biliaires en fonction de
la concentration en naphtaléne.

semblent donc bien former en solution aqueuse des
agrégats micellaires dans lesquels le motif primaire cor-
respond 2 une association des molécules par interactions
hydrophobes, le “coeur” hydrophobe de la “micelle
primaire” ainsi formée, intéressant la jonction des cycles
A et B des molécules de DCNa ou de CDC Na.

Le comportement de UDCNa est trés différent. Dans
fa limite relativement faible de solubilité du naphtaléne
on constate qu’il y a perturbation sensible mais trés peu
différente des déplacements chimiques des protons des
méthyles en C,s et Ci. Ceci peut suggérer, soit que
UDCNa ne forme pas d’agrégats micellaires en solution:
aqueuse,’” soit que la structure des ces agrégats est
distincte de celle du DCNa et du CDCNa. Des travaux
récents”™" viennent de montrer que UDCNa s’associe
effectivement en solution aqueuse mais par ailleurs
I'examen des modeles moléculaires indique clairement
que le 7 OH équatorial de UDCNa est plus orienté vers
la face hydrophobe du stéroide, ce qui pourrait conduire
a un “empaquetage” micellaire spécifique & cette moléc-
ule. Il faut cependant noter que les caractéristiques phy-
siques micellaires: concentration micefiaire critique et
nombre d’agrégation sont semblables pour les espéces
UDCNa et CDCNa."*'* Les mauvaises propriétés solu-
bilisantes de UDCNa 3 I'égard du naphtaléne et du
cholestérol, comparées a celles d¢ DCNa et CDCNa
semblent donc pouvoir s’interpréter raisonnablement et
simplement par la formation d’agrégats de structure
différente de celle correspondant au DCNa et au
CDCNa. Un point important qui reste 4 étudier est la
structure précise des micelles mixtes sel biliaire-choles-
térol. Le cholestérol est-il, comme le naphtaléne ou le
pyréne,'” dissous dans le coeur hydrophobe des micelles
de DCNa ou de CDCNa, ou bien y-a-t-i! interactions
hydrophobes avec les surfaces des ces mémes micelles
primaires?'*

PARTIE EXPERIMENTALE

Matiéres premiéres
Les sels de sodium des acides desoxycholique et
chenodesoxycholique sont des produits Calbiochem grade A

(99% et 97%). L'acide ursodesoxycholique (99%) est un don des
établissements Roussel-Uclaf. Le cholestérol est un produit
Sigma. La naphthaléne, Na,CO,, NaHCO, et Na,B,0, sont des
produits Merk. NaOD 1N et D,0 (99.8%) sont des produits du
CEA (service des molécules marquées).

Mesures de solubilité

Solubilisation du naphtaléne. A des solutions aqueuses
200 mM en sel biliaire, pH =9.5, 0.05 M Na* on ajoute des cris-
taux de naphtaléne finement broyés. Les tubes sont bouchés puis
agités dans un bain-marie 3 25° pendant 6 jours. La solubilité a
Péquilibre est généralement atteinte dés le 32me jour. Les
mélanges biphasiques sont alors rapidement filtrés sur membrane
de cellulose de porosité S um oun sur leine de verre. La concen-
tration du naphtaléne dissous est mesurée 4 276 nm au spec-
trophotométre Jobin-Yvon, Le coefficient d’absorption molaire
du naphtaléne a été trouvé égal 3 5.06 x 10° litre mol~* cm™", une
valeur tout  fait comparable 2 celle trouvée par Mukerjee.®

Solubilisation du cholesterol. On utilise une méthode de
coprécipitation,® en présence d’un léger exces de cholestérol. Les
conditions de concentration en sel biliaire, de pH et de force
ionique sont identiques a celles utilisées pour la solubilisation du
naphtaléne. Les mélanges sel biliaire-cholesterol sont agités
pendant 8 jours & 25°. La solubilité & ’équilibre est atteinte aux
environs du 5¢me jour. Ce laps de temps est nécessaire car il
existe au départ une légére sursaturation due 4 la forme anhydre
plus soluble, puis transformation en forme monohydrate comme
noté par Igimi et Carey.”® Les mélanges sont alors filtrés sur
membrane de porosité 0.45 um Sartorius. Le cholestérol est dosé
dans e filtrat isotrope, par une méthode enzymatique mettant en
jeu la cholestérol oxydase."”

Etude RMN

Cette étude a été réalisée sur un spectrométre 3 haut champ
CAMECA fonctionnant & 250 MHz pour le 'H. Les spectres sont
référencés par rapport 2 la raie du TMS contenu dans un tube
capillaire coaxial au tube porte échantillon. Les solutions util-
isées sont faites dans un tampon deutéré borate pH =9.5, Na* =
0.05 M, préparé d’aprés Bates.' Les solutions de sels biliaires
sont 0.2M et ont été obtenues par dissolution directe des sels
dans le cas de DCNa et de CDCNa, et par dissolution dans le
tampon des quantités convenables d’acide ursodesoxycholique et
de NaOD pour UDCNa. On ajoute un excés de naphtaléne
finement broyé & chacune de ces solutions et on agite ces
mélanges pendant 4 jours de fagon intermittente. Aprés refroi-
dissement on filtre et on obtient ainsi pour chaque sel biliaire une
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solution mére pour laquelle on peut mesurer la quantité de
naphtaléne dissoute, les protons en 3, 7 ou 12 du sel biliaire
servant d’étalon interne. Les dosages de ces mémes solutions par
la méthode spectrométrique U.V. Décrite plus haut, ont donné
des résultats semblables. On peut ensuite, & partir de ces solu-
tions méres, préparer des solutions plus diluées en naphtaléne
par dilution avec les solutions initiales 0.2 M en sels biliaires. Il
est ainsi possible d'étudier les variations des déplacements chi-
miques des protons caractéristiques, tels que les CH; en Cyq et
Cyo pour chaque sel biliaire, en fonction de la concentration en
naphtaléne. L’attribution des résonances des CH; en Cjget Cjo s
fait sans ambiguité,'*!*%
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