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SOMMAIRE

L’acide ursodéoxycholique est le traitement de choix dans les maladies
hépatiques cholestatiques, en particulier contre la cirrhose biliaire primitive
(CBP). Les résultats des essais thérapeutiques démontrent que I’administration de
I’acide ursodéoxycholique apporte des améliorations clinique, biologique et
histologique sans effets secondaires. Elle diminue les complications tardives, qui
conduisent & la transplantation hépatique. En cholestase, les tests hépatiques sont
généralement anormaux, tout particuliérement les activités enzymatiques:
phosphatase alcaline et y-glutamyl transpeptidase. Le métabolisme des acides
biliaires est modifi¢ et il y a une augmentation des acides biliaires sériques et
urinaires avec une action détergente et hépatotoxique (normalement en trés faible

concentration).

La solution pour la compréhension de la physiologie et de la
pharmacologie des acides biliaires est liée au développement de méthodes
analytiques précises. Le but premier de cette étude est d'abord de valider la
spectrométrie de masse en tandem (MS-MS), une nouvelle méthode dans I'analyse
des acides biliaires. Des méthodes de dosage des acides biliaires, telles que des
trousses enzymatiques permettant la détermination des acides biliaires totaux, sont
disponibles dans tous les laboratoires cliniques. Des méthodes plus sophistiquées,
telles que la chromatographie en phase gazeuse (GC), la chromatographie a haute

performance (HPLC), la chromatographie GC ou HPLC couplée a un
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spectrometre de masse, la spectrométrie de masse par bombardement d’atomes
(FAB-MS) ont permis [I’identification d’anomalies spécifiques dans le
métabolisme des acides biliaires. Cependant, les résultats de criblage des acides
biliaires urinaires et plasmatiques sont controversés essentiellement en raison de
deux facteurs: premierement, la capacité des appareils utilisés et deuxiémement,
la préparation de 1’échantillon. L’utilisation d’un spectrométre de masse en
tandem permet d’éliminer la plupart de ces problémes. Etant donné que le MS-
MS est une nouvelle technique, il faudrait tout d’abord développer une
méthodologie pour 1’analyse détaillée des acides biliaires (identification et
quantification) et optimiser les conditions. De plus, a cause de la faible
concentration des acides biliaires dans les milieux biologiques, il est essentiel de
les extraire a I’aide des colonnes chromatographiques C;s ayant une affinité pour
les acides biliaires. Cette étape permet de concentrer les acides biliaires et aussi
d’éliminer les autres molécules ayant des poids semblables & ceux des acides

biliaires.

De plus, a l'aide du spectrométre de masse en tandem, on a analysé les
acides biliaires sériques de 13 patients atteints de cirrhose biliaire primitive chez
qui on n'a observé aucune amélioration significative des paramétres biochimiques
et du prurit aprés 6 mois de traitement a l'acide ursodéoxycholique. Les sérums de
7 des 13 patients ont aussi été analysés par le GC-MS. Dans cette étude,

l'identification des acides biliaires par le MS-MS a été validée. Cependant, la
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quantification des acides biliaires n'a pas été validée par cette méthode et reste a

étre développée davantage.

Suite a J'administration de l'acide ursodéoxycholique, il y a eu une
augmentation significative de la proportion des acides biliaires dihydroxylés ainsi
qu'une diminution significative des acides biliaires trihydroxylés et on a aussi
observé une augmentation du rapport glycine : taurine chez ces 13 patients. Les
résultats obtenus ne démontrent aucun acide biliaire anormal dans le sérum de ces
patients qui pourrait étre relié a l'absence d'amélioration significative des
parametres biochimiques et du prurit. Des études plus poussées et contrdlées sur
les mécanismes d'action ainsi que les effets de l'acide ursodéoxycholique sont
nécessaires afin d'avoir une meilleure compréhension du fait qu'on n'a observé
aucune amélioration du prurit ni des paramétres biochimiques chez certains

patients sous traitement a l'acide ursodéoxycholique.
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1 INTRODUCTION

1.1 L’anatomie et la physiologie du foie

Le foie, situé dans la partie supérieure de 1’abdomen, est la plus grande
glande endocrine et exocrine (pesant environ 1500 g chez I’adulte) et occupe
environ 2-5% du poids corporel. Il est divisé en deux lobes principaux, un grand
lobe droit et un lobe gauche plus petit, séparés par le ligament falciforme. Le foie
est avant tout un organe métabolique extrémement complexe : il participe a la
mise en réserve et a la distribution des nutriments absorbés par 1’intestin ; il joue
un role clé dans la biotransformation et I’élimination des déchets endogénes et des
médicaments et toxines exogenes ; il contribue également a la régulation du flux

sanguin ainsi qu’a la défense immunitaire.

Le foic est un organe hautement vascularisé. Il regoit le sang de deux
sources : |’artére hépatique apporte du sang oxygéné (20-25%), et la veine porte
hépatique du sang désoxygéné contenant des nutriments et des hormones
récemment absorbés (75-80%). Le sang porte est mélangé au sang artériel a
I’entrée des sinusoides, structures capillaires en étroit contact avec les cellules
hépatiques, qui se drainent ensuite vers les veinules hépatiques (Miyai, 1991). La
bile, sécrétée par les cellules hépatiques, pénétre dans les canalicules biliaires, qui
se déversent dans des petits canaux biliaires. Ces petits canaux s’unissent pour

former des canaux plus gros, les canaux hépatiques gauche et droit. Ces deux



canaux se fusionnent et forment le canal hépatique commun. Le canal hépatique
commun se joint au canal cystique issu de la vésicule biliaire pour former le canal
cholédoque. Entre les repas, la vésicule biliaire, un petit sac situé sous le foie, met
la bile en réserve. La vésicule biliaire concentre la bile en absorbant les sels et
I’eau. Au cours des repas, les muscles lisses de la vésicule biliaire se contractent,
provoquant I’injection d’une solution de bile concentrée dans le duodénum par

I’intermédiaire du canal cholédoque.

Le foie est constitué de deux types de cellules: les cellules
parenchymateuses et les cellules non parenchymateuses (cellules sinusoidales).
Les cellules parenchymateuses appelées hépatocytes occupent environ 80% du
volume total du foie; tandis que les cellules non parenchymateuses en occupent
environ 5 a 8%. Les cellules non parenchymateuses se subdivisent en cellules de
Kuppfer, cellules endothéliales, cellules de Ito et des cellules biliaires
(cholangiocytes) (Blouin et al., 1977). Les cellules endothéliales bordent les
sinusoides et contrdlent les échanges entre le sinusoide et I’hépatocyte. Les
cellules de Kupffer (cellules réticulo-endothéliales étoilées), attachées aux
cellules endothéliales, sont des phagocytes chargés de détruire les globules blancs
et les globules rouges usés, des substances toxiques et des bactéries. Les cellules
de Ito sont des cellules d’emmagasinage de gras situées & I’intérieur de 1’espace
de Disse, qui sépare les hépatocytes du sinusoide. Les cellules de Ito sont aussi
responsables du stockage de la vitamine A (Wake, 1971) et de la production du

collagene. Les cellules biliaires tapissent l'intérieur des ductules biliaires (ductules



terminaux, cholangioles, canaux de Hering). Ils représentent une trés petite
fraction de la population cellulaire hépatique et il est souvent trés difficile de les

identifier dans le foie normal.

L’unité fonctionnelle hépatique est représentée par I’acinus de Rappaport
(Rappaport, 1954; Albert, 1996) défini comme une ensemble de cellules
parenchymateuses autour de la triade porte (branches terminales de la veine
porte, de l'artériole hépatique et du canal biliaire). L’acinus est divisé en trois
zones (figure 1): la zone 1 (zone portale) est constituée de cellules qui entourent la
veinule portale ; la zone 3, la zone centrale du lobule hépatique, comprend les
hépatocytes qui entourent la veinule hépatique terminale. Ces deux zones sont
séparées par une zone dite intermédiaire (zone 2) dont les caractéristiques ont été
peu étudiées. Les dimensions relatives de cette zone changent avec 1’état
hémodynamique de l’acinus (Rappaport, 1979; Miyai, 1991). Cette division
demeure arbitraire, puisque les frontiéres de chacune de ces zones sont variables
et ne peuvent étre précisément définies. Etant donné le sens du flux sanguin, de la
région portale a la région centrale, les hépatocytes de la zone 1 sont les premiers a
recevoir le sang riche en oxygeéne et nutriments et sont plus actifs dans la capture
et la sécrétion des acides biliaires. Les zones 2 et 3 recoivent le sang moins riche
en aliments nutritifs et sont aussi moins résistantes aux hépatotoxines (Groothuis
et al., 1982; Albert, 1996). En utilisant plusieurs techniques, on a démontré
I’hétérogénéité des enzymes a I'intérieur de I'acinus (Jungermannn et Katz, 1982;

Thurman et al., 1986; Gumucio et Chianale, 1988). Ces observations ont permis



de proposer que les hépatocytes des différentes régions de 1’acinus différent entre
eux dans leur fonction et leur métabolisme (Jungermann et Katz, 1982; Thurman
et al., 1986 ; Gumucio et Chianale, 1988). Il est possible qu’elles refletent un
processus de maturation des hépatocytes. Les hépatocytes se diviseraient dans
une région de la travée proche de 1’espace porte et migreraient ensuite le long des
sinusoides vers la veinule hépatique, ou la mort cellulaire surviendrait par un
mécanisme d’apoptose. Cette différenciation hépatocytaire est sous le contrdle de
la matrice extracellulaire et dépend également du caractére unidirectionnel du
flux sanguin dans les sinusoides, la composition du sang sinusoidal étant tres

modifiée entre I’entrée et la sortie des sinusoides (Mion et Minaire, 1996).

La membrane plasmique hépatocytaire peut étre divisée en trois domaines
adjacents, mais distincts morphologiquement et fonctionnellement. Ce sont les
membranes canaliculaire, latérale (intercellulaire) et sinusoidale (basale), qui
occupent respectivement 13%, 15% et 72% de la surface totale (Rodriguez et
Nelson, 1989; Hubbard et al., 1994). La membrane canaliculaire constitue la
portion spécialisée dans l'excrétion biliaire. Elle posséde une fluidité moindre que
les portions membranaires adjacentes, apportant ainsi une une résistance accrue
aux fortes concentrations d'acides biliaires (Boyer, 1986, Alvaro, 1994). Cette
paroi contient de nombreuses microvillosités. Le pdle canaliculaire de deux
hépatocytes adjacents définit le canalicule biliaire, qui conduit la bile produite
par les hépatocytes vers les ductules biliaires. La surface latérale est située tres

proche de celle de I’hépatocyte adjacent et elles sont retenues ensemble par des



desmosomes et des jonctions communicantes possédant une perméabilité pour
I’eau et certains ions (Cereijido et al., 1989; Fischer, 1991). La surface sinusoidale
contient des microvillosités et c’est le site ou les échanges métaboliques entre
I’hépatocyte et le sang ont lieu (Fahimi, 1982; Miayai, 1991). Les surfaces
sinusoidale et latérale sont appelées des surfaces basolatérales et différent de la
surface canaliculaire par leur composition biochimique et leur contenu en
enzymes et récepteurs (Evans 1980; Maurice et al., 1985). Les hépatocytes sont
des cellules multifonctionnelles: ils sont capables de métaboliser, d’entreposer et
de sécréter différentes substances endogénes. A lintérieur de la cellule se
trouvent plusieurs organites dont le réticulum endoplasmique qui est 1’organe
principal impliqué dans la biotransformation des médicaments et des
xénobiotiques, dans la synthése du cholestérol, des phospholipides, des acides

biliaires et de la majorité des protéines plasmatiques et membranaires (Parke,

1981; DePierre et al.1988).
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Figure 1. L’acinus hépatique
(Adapté de Gumucio et Chianale, 1988)



1.2 La bile et les acides biliaires

1.2.1 Composition et fonction de la bile

Les cellules hépatiques sécretent quotidiennement de 600 a 800 ml de
bile, une solution aqueuse alcaline jaune, brunitre ou vert-olive. Son pH varie
entre 7,6 et 8,6. La bile se concentre dans la vésicule biliaire et se décharge dans
le duodénum a la suite d’un repas. Dans I'intestin, les acides biliaires s’associent a
des lipides du régime alimentaire et aussi a d’autres produits digestifs. La
composition de la bile varie selon les especes et aussi selon 1’état nutritionnel.
Chez I’homme, le taux de sécrétion de la bile hépatique est de 40 ml/h (Erlinger,
1994). La bile est composée d’environ 95% d’eau et 5% de matiéres solides
(Klassen et Watkins, 1984). Parmi les matiéres solides, on  retrouve
principalement des acides biliaires (12g/l), les solutés organiques les plus
abondants de la bile, et aussi des électrolytes (9g/l), des phospholipides (5g/1),
des protéines (2g/l) et du cholestérol (1g/l). La bile contient aussi d’autres
substances lipophiliques et des produits du métabolisme lipidique tels que la
bilirubine, des vitamines, des stéroides, des médicaments et d’autres

xénobiotiques (Cornelius, 1986).

Les fonctions de la bile sont multiples. La bile joue un role essentiel dans
la digestion et ’absorption des graisses par 1’action des acides biliaires : ceux-ci

aident a I’émulsification des grandes particules alimentaires en de nombreuses



petites particules qui peuvent &tre attaquées par les lipases pancréatiques et ils
aident aussi au transport et a ’absorption des produits finaux de digestion des
graisses au travers de la membrane de la muqueuse intestinale. La bile permet
aussi d’excréter plusieurs déchets importants véhiculés par le sang. C’est le cas de
la bilirubine, produit final de la dégradation de 1’hémoglobine, et de I’exces de

cholestérol synthétisé par les cellules hépatiques.

1.2.2 Formation de la bile

La formation de la bile canaliculaire est attribuée & un flux osmotique de
I’eau en réponse a un transport actif de soluté (Erlinger, 1994). Elle repose sur la
haute polarité¢ de ’hépatocyte, impliquant un transport du pole sinusoidal au pdle
apical. Les acides biliaires sont considérés comme les principaux composés
responsables de la génération du flux biliaire. La pente de la ligne de corrélation
représente le volume biliaire formé par quantité d'acide biliaire sécrétée. Mais,
lorsque la droite de régression du débit biliaire en fonction de l'excrétion des
acides biliaires est extrapolée a une sécrétion d'acides biliaires nulle, il y a un
débit résiduel, ce qui suggere que le flux biliaire est composée de deux fractions :
la premiére fraction est le débit biliaire dépendant des acides biliaires qui
provient d’une sécrétion active des acides biliaires. La deuxiéme fraction
correspond au débit biliaire indépendant des acides biliaires qui est généré a partir

d’une sécrétion de solutés différents des acides biliaires (figure 2).
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Figure 2. Relation entre le débit biliaire et la sécrétion des acides biliaires dans la
bile (Adapté de Erlinger, 1994)
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1.2.2.1 Débit biliaire dépendant des acides biliaire

Des travaux de Wheeler et Ramos ont permis d’établir le réle important
des acides biliaires dans la génération du flux biliaire. Ils ont montré qu’il existe
une relation presque lin€aire entre le debit biliaire et la sécrétion des acides
biliaires (Wheeler et Ramos, 1960). Cependant, tous les acides biliaires n’ont pas
la méme capacité cholérétique. La majorit¢ des acides biliaires conjugués
augmente le flux de 9 a 15 pl/umol d’acides biliaires, et les acides biliaires libres,
a I’exception de I’acide cholique, augmentent le flux de 20 a 25 pl/umol d’acides
biliaires (Gurantz et Hoffman, 1984). Le taurocholate est trés souvent utilisé

comme modéle dans I’étude du débit biliaire dépendant des acides biliaires.

Le transport hépatique des acides biliaires implique plusieurs étapes. Les
acides biliaires devront tout d’abord diffuser a travers les fenétres des cellules
endothéliales des sinusoides avant d'entrer dans les hépatocytes. Ces fenétres, qui
controlent les échanges entre le sang et I'espace périsinusoidal, ont un diamétre de
100 um. Une fois dans les hépatocytes, ils vont étre transportés vers les
membranes canaliculaires et vont finalement entrer dans les canalicules. Ces
processus de transport ont lieu & cause du grand degré de polarisation des
hépatocytes ayant plusieurs systémes de transport localisés au niveau de la
membrane basolatérale, a 1'intérieur de la cellule et au niveau de la membrane

canaliculaire.
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1.2.2.1.1 Capture hépatique des acides biliaires

Dans les conditions physiologiques, plus de 95% des sels biliaires sécrétés
dans la bile proviennent de la circulation entérohépatique et moins de 5% sont
synthétisés de novo. Les acides biliaires absorbés de 1’intestin et retournés au foie
par la voie portale, sont liés principalement a 1’albumine (Burke et al., 1971;
Kramer et al., 1979). La capture hépatique est surtout périportale (Traber et al.,
1989), mais elle pourrait aussi se faire par les hépatocytes de la région
centrolobulaire (Gumucio et al., 1978). La capture est facilitée par la présence
des larges fenétres entre les cellules endothéliales des sinusoides, permettant un
acces facile des complexes albumine-sel biliaire a I’espace de Disse et un contact

direct de ces complexes avec les cellules du foie.

La pénétration des acides biliaires dans les hépatocytes se fait contre leur
gradient électrochimique, par des systémes de transport Na'-dépendant et Na'-
indépendant (Frimmer et Ziegler, 1988; Nathanson et Boyer, 1991). La majorité
de la capture hépatique des acides biliaires se fait par les transporteurs Na'-
dépendants, nécessitant de 1’énergie (Glasinovic et al., 1975; Schwartz et Barth,
1979; Scharschmidt et Stephens, 1981; Van Dyke et al., 1982). Le gradient
transmembranaire de sodium est maintenu par I’activité Na™-K™-ATPase située
sur le domaine basolatéral de la membrane cellulaire (Blitzer et Boyer, 1978;

Loria et al., 1991). Plusieurs études rapportent des sites de liaison spécifiques des
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acides biliaires sur la membrane sinusoidale (Accatino et Simon, 1976; Anwer et

al., 1977).

Plusieurs études ont permis de caractériser le systéme de transport Na'-
dépendant (Kramer et al., 1982 ; Wieland et al., 1984; Von Dippe et al., 1986;
Ziegler et al., 1989). Ce transporteur reconnait le taurocholate, le glycocholate, le
cholate et le glycochénodéoxycholate (Van Dyke et al., 1982). Les autres acides
biliaires tels que le chénodéoxycholate, le déoxycholate et le lithocholate sont
transportés dans la cellule par une simple diffusion, non saturable et indépendante
du sodium (Van Dyke et al, 1982). On a utilis¢ des anticorps monoclonaux
spécifiques pour mieux caractériser la protéine impliquée dans le systeme de
transport (Ananthanarayanan et al., 1988). Il s’agit d’une protéine de 48 kDa qui a
été isolée et purifice, et le transport du taurocholate a ¢été reconstruit dans les
liposomes artificiels. Une autre protéine de 54 kDa responsable du transport des
acides biliaires a ét¢ aussi identifiée. Il s’agit d’un transporteur indépendant du
sodium (Kramer et al., 1982; Fricker et al., 1987). Récemment, on a démontré
qu’un transporteur "Na'-Taurocholate Cotransporting", localisé au niveau de la
membrane sinusoidale, est impliqué dans la capture des acides biliaires (Meier,
1995; Karpen et al., 1996; Meier et al., 1997). D’autres travaux récents ont
identifi¢ la présence d’autres transporteurs, "Organic Anion Transporting

Polypeptide " 1 et 2 (Jacquemin et al., 1994; Kullak-Ublick et al., 1996).
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1.2.2.1.2 Transport intracellulaire des acides biliaires

Aprés leur capture hépatique, le transport des acides biliaires de la
membrane basolatérale vers la membrane canaliculaire se fait par au moins deux
voies de transport (Graf, 1983), dont I’une implique la liaison des acides biliaires
a des protéines cytosoliques (Kitamura et al., 1990) et la deuxiéme implique un
systtme de transport vésiculaire dépendant du systeme des microtubules

(Crawford et al., 1988; Lamri et al., 1988).

Le transport intracellulaire des acides biliaires est trés rapide (moins de
deux minutes), ce qui suggere la présence de mécanismes de transport
spécifiques. Trois grandes familles de protéines ayant une grande affinité pour les
acides biliaires ont été identifiées : la glutathione-S-transférase, la protéine liante

des acides gras et la 3a-hydroxystéroide déshydrogénase.

Plusieurs études ont démontré que le transport vésiculaire des acides
biliaires implique le réticulum endoplasmique et ’appareil de Golgi. Ce transport
est plus lent et est utilisé lorsque la concentration d’acides biliaires est élevée
(Jones et al., 1979; Suchy et al., 1983; Crawford et al., 1988; Crawford et Gollan,
1991). Cependant, les mécanismes de transport intracellulaire entre les pdles

opposés des hépatocytes ne sont pas encore trés bien compris.



14

1.2.2.1.3 Sécrétion canaliculaire des acides biliaires

La sécrétion hépatique des acides biliaires est le déterminant majeur de
I’excrétion de I’eau et des solutés dans la bile (Sperber, 1959; Erlinger et
Dhumeaux, 1974) et a licu contre un gradient de concentration. Flle semble étre
I’étape limitante dans le passage des acides biliaires du sang vers la bile (Boyer,
1971; Inoue et al., 1983; Meier et al., 1984, Erlinger, 1994). Deux mécanismes
semblent étre impliqués dans la sécrétion canaliculaire des acides biliaires : le
premier utilise une différence de potentiel membranaire et le second est un

processus dépendant de 1’hydrolyse de I’ATP.

Une protéine a ét¢é identifiée en utilisant le marquage par photoaffinité
(Ruetz et al., 1987) et introduite dans des liposomes artificiels (Ruetz et al., 1988).
Il s’agit d’une protéine transmembranaire de 100 kDa. Elle est saturable et Na'-
indépendante (Inoue et al., 1984) et utilise le potentiel électrique membranaire
pour faciliter le transport des acides biliaires. L’utilisation du potentiel €lectrique
cellulaire semble étre le principal vecteur permettant la sécrétion canaliculaire de
taurocholate. Ce systéme de transport a plus d’affinité pour les acides biliaires
trihydroxylés et les conjugués des dihydroxylés (Weinman et al., 1989).
Toutefois, un systéme de transport de taurocholate dépendant de 1I’ATP contribue
également a la sécrétion canaliculaire (Muller et al., 1991; Nishida et al. , 1991;
Sippel et al., 1993). Les glycoprotéines-P ( "multidrug resistance 1 et 2" ) et la

"Multidrug Resistance-associated Protein" seraient impliquées dans ce systéme de
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transport (Smith et al., 1993; Mayer et al., 1995). Une étude récente a mis en
¢vidence la présence d’une glycoprotéine appelée spgp dans le foie du porc, qui

appartient a la famille des transporteurs dépendants d’ATP (Suchy et al., 1997).

1.2.2.2 Débit biliaire indépendant des acides biliaires

Des études sur le foie de rat isolé effectuces par Boyer et Klatskin (Boyer
et Klatskin, 1970) ont mis en évidence la présence d’un flux biliaire indépendant
des acides biliaires. Les chercheurs ont observé que méme en absence compléte
des acides biliaires, le taux de formation biliaire demeure €levé. Il représente
presque 50% du débit biliaire total (Van Dyke et al., 1982). Il semblerait que le
flux biliaire indépendant des acides biliaires soit d’origine canaliculaire, et il
augmente en présence d’hormones (insuline et glucagon), d’ analogues de cAMP
et d’agent pharmacologique (Thomsen et Larsen, 1981; Thomsen 1983; Barnhart

et Combes, 1974).

On pense que la formation de la bile indépendante des acides biliaires
dépend surtout du transport des ions inorganiques sans 1’activité de la pompe
Na'/K* (Van Dyke et al., 1982). Plusieurs systémes de transport d’électrolytes ont
€té caractérisés sur la membrane plasmique de [’hépatocyte (figure 3) : le systéme
antiport Na'/H" et le systéme de cotransport Na'/HCO; sur la membrane
sinusoidale (Renner et al., 1989) et le systéme antiport CI7HCO5 et un canal de

chlore sur la membrane canaliculaire (Meier et al., 1985; Gleeson et al., 1989).
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Selon des études récentes, les cellules tapissant les canalicules biliaires,
contribuent de facon importante a la formation de la bile par la sécrétion de
HCOj5 et de CI" (Alvaro et al., 1997; Schlenker et al., 1997). Toutefois, d'autres
solutés organiques devraient aussi €tre impliqués dans la génération du débit
canaliculaire indépendant des acides biliaires. En particulier, on a trouvé qu'il
existe une bonne corrélation entre le flux biliaire indépendant des acides biliaires

et le glutathion chez le rat (Ballatori et Truong, 1989; 1992).

1.2.3 Structure et biosyntheése des acides biliaires

Les acides biliaires possédent une chaine latérale aliphatique avec un
groupement hydroxyl terminal, et un noyau stéroide perhydrocyclopentano-
phenanthréne (sans double liaison) de 24 atomes de carbone. Les cellules
hépatiques forment chaque jour environ 0.5 gramme de sels biliaires. Le
précurseur des sels biliaires est le cholestérol, qui peut étre fourni par
I’alimentation ou synthétisé par le foie au cours du métabolisme des graisses. Les
acides biliaires représentent la seule voie majeure d’élimination du cholestérol et

ont un rdle trés important dans la régulation de sa synthése.

La biosynthése des acides biliaires est un processus trés complexe
impliquant plusieurs étapes dans la biotransformation du noyau stéroide et de la

chaine latérale (Vlahcevic et al, 1996). L’initiation de ’oxydation du cholestérol
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Figure 3. Le systéme de transport des électrolytes au niveau de la membrane
plasmique de I'hépatocyte (Adapté de Erlinger, 1994).
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en acides biliaires a lieu dans le foie par deux mono-oxygénases du cytochrome
P450 dont la cholestérol 7a-hydroxylase (enzyme microsomale) et la stérol 27-
hydroxylase (enzyme mitochondriale) (Sheffer et al., 1970; Myant et Mitropoulos,
1977). La 7a- hydroxylation du cholestérol par I’enzyme 7a-hydroxylase semble
étre une étape limitante dans la biosynthése des acides biliaires (Duane et al.,
1983). Les acides biliaires primaires, 1’acide cholique (CA) et 1’acide
chénodéoxycholique (CDCA), sont formés directement a partir du cholestérol, de
novo, dans les hépatocytes. Ils sont respectivement des acides biliaires
trihydroxylés et di-hydroxylés. La majorité de ces acides biliaires est réabsorbée
au niveau de I’intestin et retourne au foie au cours du cycle entéro-hépatique. Les
acides biliaires non réabsorbés sont transformés en acides biliaires secondaires
par des bactéries intestinales. La modification la plus importante est la
déshydroxylation a la position C-7 de 1’acide cholique et de I’acide
chénodéoxycholique par D'enzyme bactérienne 7o-déshydroxylase. Cette
modification donne naissance respectivement a 1’acide déoxycholique (DOCA) et
a I’acide lithocholique (LCA). Ces quatre acides biliaires constituent plus de
95% du pool des acides biliaires (Vlahcevic et al.,, 1996) (figure 4). L’acide
chénodéoxycholique peut aussi se transformer en acide 7-oxo-lithocholique sous
’action de I’enzyme bactérienne 7o~ déshydrogénase (Hylemon, 1985; Carey et
Duane, 1994). Le 7-oxo-lithocholique peut étre réduit ensuite en acide
ursodéoxycholique (Matern et Gerok, 1979). L’acide lithocholique est également
métabolisé en acide ursodéoxycholique (UDCA), mais en quantité trés faible.

L’acide ursodéoxycholique est formé dans le foie & partir du cholestérol ou par les
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bactéries du colon. Chez I’homme, les acides biliaires communs différent entre
eux dans le nombre, la position, et 1’orientation des groupements hydroxyles du
noyau stéroide. Ces différences modulent leur rapport hydrophile/hydrophobe et
donc leur potentiel biologique. Par conséquent, ces acides biliaires ont différents
effets sur les cellules hépatiques et peuvent étre classés selon leur degré

d'hydrophobicité (et donc hépatotoxicité) : LCA> DOCA> CDCA> CA> UDCA.

1.2.4 Propriétés physico-chimiques des acides biliaires

Les sels biliaires endogéenes sont des molécules amphipathiques, possédant
une extrémité non polaire liposoluble (noyau stérol) et une extrémité polaire
hydrosoluble (groupement OH ou liaison avec la glycine ou la taurine). Les sels
biliaires conjugués ont des pouvoirs détergents puissants (Small, 1971; Hofmann,
1984; Carey, 1985) et leur action est importante dans le maintien de [’état
physique de la bile (Strasberg et Hofmann, 1990). IIs sont aussi importants dans la
digestion et 1’absorption des graisses. Ils s’associent dans 1’eau pour former des
agrégats, appelés des micelles (Kratohvil et al., 1983; Roda et al., 1983; Carey,
1985). Cette structure confére aux acides biliaires leur action détergente. Ces
micelles ont la capacité d’intégrer et de solubiliser d’autres molécules lipidiques
insolubles dans 1’eau (cholestérol, phospholipides, acides gras) pour former des
micelles mixtes (Hofmann, 1984; Cabral et Small, 1989; Strasberg et Hofmann,

1990). La formation des micelles a lieu seulement au-delda d’une certaine



20

a

Primaire
(foie)
8 “on HO _
= Acide Acide cholique
Chénodéoxycholique (conjugué)  (conjugue)
COOH COCH ' COOH
"Secondaire ‘ 1
(bactéries intestma@gs) \ J | I.HO\\
HO' HO oH |
~ Acide lithocholiqu¢  Acide ursodéoxycholique Acide déoxycholique
C-NH-R
i
Tertiaire
(Foie) ;
-0350
Acide sulfolithocholique
L (conjugué)

Figure 4. Structure et biosynthése des acides biliaires primaires, secondaires et
tertiaire (Adapté de Vlahcevic et al., 1996)
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concentration appelée la “concentration micellaire critique” (CMC). Les acides
biliaires non conjugués sont les plus hydrophobes, et les acides biliaires
conjugués a la glycine sont plus hydrophobes que ceux conjugués a la taurine
(Scholmerich et al., 1984). En régle générale, plus un acide biliaire est
hydrophobe, plus il a tendance a s’associer dans I’eau. En conséquence, ces acides
biliaires ont une CMC plus faible et ont tendance a former de plus grandes
micelles. De plus, ces acides biliaires hydrophobes ont une capacit¢ plus
importante de solubiliser les phospholipides et le cholestérol et sont donc de

meilleurs détergents et aussi plus nuisibles aux membranes.

La toxicité peut étre évaluée par plusieurs méthodes, sur des membranes
isolées, sur des cellules entieres, ou méme par la présence dans la circulation des
enzymes membranaires ou cytosoliques. Il est démontré que les acides biliaires
toxiques altérent initialement les membranes basolatérales (sinusoidales) et
canaliculaires des hépatocytes et réduisent la stabilité membranaire. Plus tard ou a

des doses plus élevées, ils endommagent les organites.

1.2.5 Conjugaison des acides biliaires

La conjugaison des acides biliaires comprend 1’amidation avec les acides
aminés glycine ou taurine, I’estérification avec glucuronate, sulfate, glucose ou N-

aceétylglucosamine.
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1.2.5.1 Amidation avec les acides aminés glycine et taurine

Sous conditions normales, plus de 95% des sels biliaires sont amidés avant
d’étre excrétés dans la bile. L’amidation des acides biliaires se fait en deux étapes:
dans une premiére étape, sous 1’action de 1’enzyme cholanoyl-coenzyme A-
transférase microsomale, les acides biliaires se transforment en dérivés acides
biliaires-coenzyme A. La deuxiéme é€tape correspond a leur conjugaison avec les
acides aminés taurine ou glycine. Cette derniére €tape se fait sous l'action de
I’enzyme N-acyl-transférase microsomale et cytoplasmique. (Killenberg et

Jordan, 1978; Lim et Jordan, 1981).

Cette modification est essentielle chez 1’homme. La conjugaison a des
effets importants sur la solubilité des acides biliaires. Elle alteére les propriétés
physico-chimiques des acides biliaires, augmente la polarit¢ de la molécule et
facilite son excrétion urinaire et minimise ainsi les dommages portés aux
membranes. Les glycoconjugués sont solubles a un pH compris entre 4 et 6, alors
que les acides biliaires libres sont insolubles & des pH inférieurs a 6-8 (Hofmann

et Roda, 1984; Roda et al., 1989).

L’activité de conjugaison des acides biliaires est plus développée chez les
adultes que chez les nouveau-nés (Danielsson et Rutter, 1968). Chez I’adulte, les
conjugués de la glycine sont prédominants (rapport glycine/taurine 3,1 : 1), mais

ce rapport peut étre modifié par la disponibilité de la taurine alimentaire (Batta et



23

al., 1982; Hardison, 1983). Par contre, durant les premiers mois aprés la
naissance, plus de 80% des acides biliaires sont des tauroconjugués. Environ 20 %
des conjugués de la glycine et 10% des conjugués de la taurine se déconjuguent
lors d’un cycle entéro-hépatique (Hepner et al., 1972; 1973). La majorité de ces
acides biliaires déconjugués est réabsorbée et retourne vers le foie ou elle se

conjugue de nouveau (Elliot, 1985).

1.2.5.2 Sulfatation des acides biliaires

Les groupements hydroxyles des acides biliaires peuvent étre sulfatés dans
le foie. Cette biotransformation est considérée comme un mécanisme de
protection. Chez 1’homme, & I’exception de ’acide lithocholique, la sulfatation
des acides biliaires est une voie mineure (Palmer, 1967). La sulfatation de cet
acide biliaire est une étape importante de détoxification chez I’homme (Cowen et
al., 1975). L’acide lithocholique, absorbé du cdlon, est amidé et partiellement
sulfaté a la position 3a-hydroxyle dans le foie par I’enzyme sulfotransférase
cytoplasmique (Chen et al., 1977, Killenberg et Jordan, 1978 ; Loof et Hjerten,
1980). La sulfatation augmente sa solubilité et accélére son élimination de la

circulation entérohépatique (Cowen et al., 1975).
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1.2.5.3 Glucuronidation des acides biliaires

La glucuronidation est aussi une voie de biotransformation mineure
(quantitativement) pour les acides biliaires endogénes naturels (Takikawa et al.,
1985). Elle augmente la polarité des acides biliaires pour faciliter leur excrétion
urinaire. La glucuronidation peut se faire sur les groupements hydroxyles de la
chaine latérale ou du noyau, ou sur les groupements carboxyles de la chaine
latérale, alors que [’estérification avec les sulfates, glucose (Matern et Matern,
1987), ou N-acétylglucosamine (Marschall et al., 1989) peut se produire
seulement sur les groupements hydroxyles. On observe une augmentation de ces
conjugués dans la bile, le sérum et ’urine des personnes atteintes de cholestase,

alors qu’on en retrouve trés peu sous conditions normales.

1.2.6 Circulation entérohépatique des acides biliaires

Les acides biliaires sont synthétisés et conjugués dans le foie, sécrétés
dans la bile et sont emmagasinés temporairement dans la vésicule biliaire. Aprés
un repas, ils sont libérés avec la bile dans le petit intestin. La majorité des acides
biliaires est réabsorbée sous forme conjuguée au niveau de I’iléon, par un
mécanisme de transport actif, et ils retournent par la circulation porte vers le foie,
ou ils sont captés au niveau du pdle sinusoidal des hépatocytes par des systémes

de transport & haute capacité. Ceci explique la faible concentration des acides
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biliaires dans la circulation générale. Ensuite, les acides biliaires sont sécrétés
dans la bile a partir du pdle canaliculaire de I’hépatocyte par un systéme de
transport actif, contre un gradient de concentration. La fraction des acides biliaires
non réabsorbée au niveau de I'iléon, est déconjuguée ou transformée en acides
biliaires secondaires par les bactéries du célon. La quantité d’acides biliaires dans
la circulation entéro-hépatique est définie comme le pool d’acides biliaires
circulants. La circulation entérohépatique permet une conservation intestinale tres
efficace : environ 95% des acides biliaires circulants sont réabsorbés a chaque
passage a travers l'intestin. La faible quantité d’acides biliaires perdue a chaque
jour (400 a 600 mg/jour) est remplacée par des acides biliaires nouvellement
synthétisés, maintenant ainsi le pool d’acides biliaires & un niveau constant
(Vlahcevic et al., 1996). La circulation entérohépatique des acides biliaires est

démontrée dans la figure 5.

1.2.7 Lipides biliaires

Dans la bile, le cholestérol et les phospholipides (surtout
phosphatidylcholine) constituent les composés  lipidiques principaux. La
sécrétion d’acides biliaires est associée avec une libération simultanée de
cholestérol et de phospholipides (Gurantz et Hofmann, 1984; Alpini et al., 1988;
Smith et al., 1993). En général, les acides biliaires non conjugués induisent une

plus grande sécrétion des phospholipides et du cholestérol (Gurantz et Hofmann,
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1984). Toutefois, les mécanismes impliqués dans la sécrétion des lipides biliaires
ne sont pas trés bien connus. Hardison et Apter (Hardison et Apter, 1972) ont
proposé 1’hypothése que la sécrétion biliaire des phospholipides et du cholestérol
a lieu par la formation des micelles. Selon ce modele simple, les acides biliaires
sont concentrés dans la lumiére canaliculaire jusqu’a ce que la CMC soit atteinte.
Les acides biliaires vont ensuite extraire le cholestérol et les phospholipides des
membranes pour former des micelles mixtes. Cette hypothése est basée sur le fait
que le déshydrocholate (analogue d’acide biliaire), avec une faible capacité de
former des micelles, a trés peu ou pas d’effets sur la sécrétion biliaire du
cholestérol et de lécithine chez le rat (Yousef et al., 1990). Toutefois ce modele
ne permet pas d’expliquer certains résultats. En particulier, on a constaté que la
sécrétion du cholestérol et des phospholipides par la bile devient trés importante
lorsque le taux de sécrétion des acides biliaires est trés faible et qu’elle diminue
avec une augmentation du taux de sécrétion d’acides biliaires (LaRusso et al.,

1975; Northfield et Hofmann, 1975; Wagner et al., 1976; Lindblad et al., 1977).
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La théorie de sécrétion vésiculaire (Coleman, 1987; Rea et al., 1993)
postule D'existence de domaines lipidiques au niveau de la membrane
canaliculaire qui contiennent des lipides destinés a la sécrétion dans la bile. Cohen
et al. ont suggéré la présence d’un transporteur protéique pour les phospholipides
et d’une translocase au niveau de la membrane canaliculaire qui pourrait faciliter
le transport des phospholipides a des sites de sécrétion dans la membrane
canaliculaire (Cohen et al., 1992). Cependant on ne sait pas encore comment les

acides biliaires pourraient moduler ce processus.

1.2.8 Meétabolisme des acides biliaires sériques en cholestase

La cholestase se définit comme une diminution de la sécrétion biliaire qui
s’accompagne d’une accumulation des composés de la bile dans le plasma et les
tissus (Philips et al., 1986) et une diminution de leur concentration dans la bile et
I'intestin. La circulation entérohépatique est alors perturbée; la capture, le
transport et la sécrétion des acides bilaires par le foie ainsi que leur absorption
dans l'intestin semblent étre affectés et, par conséquent, le profil des acides
biliaires est changé. La manifestation la plus importante reliée a la détérioration
de la sécrétion biliaire est la rétention des acides biliaires qui ont des effets
toxiques sur les membranes cellulaires et les organites (Palmer, 1972), et aussi sur
le métabolisme hépatocytaire, la sécrétion des lipides (Coleman, 1987) et les

enzymes (Coleman et al.,, 1977). Les niveaux d’acides biliaires sériques
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augmentent beaucoup dans les maladies hépatiques cholestatiques, en particulier

la cirrhose biliaire primitive et la cholangite sclérosante primitive.

Depuis longtemps, on a considéré les acides biliaires comme responsables
des lésions hépatiques lorsqu’une obstruction hépatobiliaire est présente. Les
acides biliaires, conjugués ou libres, sont des molécules cytotoxiques a des
concentrations supérieures a 100-500 pM. Javitt et Emerman (Javitt et Emerman,
1968) ont constaté que 1’administration chronique de ’acide lithocholique cause
la cholestase chez le rat. Dans d’autres études, 1’administration orale et chronique
de cet acide biliaire a causé la cirrthose chez le lapin (Holsti, 1960). Cette
hépatotoxicité de ’acide lithocholique n’était pas €liminée par la conjugaison, la
sulfatation ou la glucuronidation (Oelberg et al., 1984 ; Kuipers et al., 1985). Des
études expérimentales démontrent que les autres acides biliaires peuvent aussi
provoquer la cholestase et endommager les cellules hépatiques lorsqu’ils sont

administrés a des doses élevées.

Dans les premiers stades de cholestase, le niveau sérique des acides
biliaires est augmenté, mais la sécrétion biliaire est relativement normale (Roda et
al., 1989). Dans un stade plus avancé de cholestase (surtout dans la cirrhose
biliaire primitive), la synthése hépatique des acides biliaires, en particulier celle
de I’acide cholique, se détériore (Williams et al., 1979). A cause de I’absence des

acides biliaires dans ’intestin, le cholestérol provenant de la diéte alimentaire
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n’est pas absorbé. Le cholestérol n’entre pas dans I’intestin par la bile et alors, les
pertes fécales du cholestérol et des acides biliaires endogénes deviennent

négligeables.

La composition en acides biliaires n’est pas trop affectée au début de la
maladie (Crosignani et al., 1991). Chez les personnes saines, le cholate, le
chénodéoxycholate et le déoxycholate sont les acides biliaires prédominants dont
le rapport est d'environ 1:1:0,5 (Sjovall, 1960). En cholestase, la concentration
sérique de DOCA est relativement réduite. Cette réduction de DOCA est relié a
une réduction de I'excrétion biliaire de CA, suivie d'une baisse au niveau de la
formation bactérienne de DOCA au niveau de l'intestin (Mehta et al., 1974). Chez
les patients dont la cholestase n'est pas trop sévére, le rapport des acides biliaires
trihydroxylés: dihydroxylés dans le sérum est supérieur & 1. Avec des dommages
hépatocellulaires sévéres, la synthése hépatique de CA est réduite et ce rapport
devient souvent inférieur a 1 (Carey, 1968). Le rapport des acides biliaires
trihydroxylés: dihydroxylés a été rapporté comme étant utile dans la distinction
des différentes causes des maladies hépatiques, lorsque la concentration des
acides biliaires sériques est élevée (Pennington et al., 1977; Berk et Javitt, 1978;
Linnet et Kelbaek, 1982; Azer et al.,, 1993). On observe normalement une
diminution des acides biliaires secondaires (déoxycholate et lithocholate) formés
dans D’intestin et une augmentation des acides biliaires polyhydroxylés formés

dans le foie. A cause d’une détérioration de la sécrétion biliaire dans les maladies
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hépatobiliaires, il y aurait une quantité moins importante des acides biliaires
cholique et chénodéoxycholique disponible a la flore intestinale (Mehta et al.,
1974; Stiehl, 1978). Cependant, & cause d’une diminution de la clairance
hépatique et de la sécrétion de ’acide déoxycholique et de 1’acide lithocholique,
ils sont retenus dans le plasma et le foie; ils se conjuguent surtout aux sulfates
pour faciliter leur clairance rénale (Stiehl et al., 1978; Hofmann et Cummings,
1982). Habituellement, chez la majorit¢ des patients, les acides biliaires
déoxycholique et lithocholique constituent une petite fraction (< 10%) des acides
biliaires totaux dans le sérum (Bloomer et al., 1976; Fausa et Shalhegg, 1977;
Pennington et al., 1977). Plus la cholestase devient sévére, plus les concentrations
sériques de ces deux acides biliaires diminuent et deviennent trés faibles ou non
détectables lorsque 1’obstruction biliaire est compléte (Summerfield et al., 1977;

Hedenborg et al., 1982; Takikawa et al., 1983).

Le rapport glycine : taurine varie beaucoup chez les sujets normaux, mais
normalement, il est supérieur a 1 (Ostrow, 1993). Ce rapport a tendance a
diminuer dans toutes les maladies hépatobiliaires a cause d'une diminution de la
conjugaison avec la glycine. Cette valeur varie beaucoup selon différentes études
et méme parmi les patients avec des maladies hépatiques similaires, et peut étre

affectée grandement par la disponibilité de la taurine alimentaire.
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1.3 Cirrhose biliaire primitive (CBP)

1.3.1 Définition et caractéristiques de la maladie

La cirrhose biliaire primitive (CBP) est une cholestase chronique qui se
caractérise par une destruction segmentaire des canaux biliaires interlobulaires.
Cette destruction a pour conséquences une obstruction biliaire et une cholestase,
avec, notamment, une accumulation d’acides biliaires dans le foie. Les lésions
d’origine immunologique semblent é&tre impliquées dans l'apparition de la
maladie. Les acides biliaires, par leur action détergente, induisent une nécrose
hépatocytaire et une fibrose qui progresse vers une cirrhose biliaire. On observe
une détérioration de la clairance des acides biliaires qui méne a des concentrations

élevées dans le sérum et une excrétion élevée dans 1’urine.

La maladie évolue en trois phases: asymptdomatique, cholestatique puis
terminale. La CBP atteint principalement les femmes dgées entre 30 et 65 ans
(environ 90% des cas). Une minorité des patients sont des hommes et les
symptomes sont moins fréquents que ceux présents chez les femmes. La
progression de la maladie varie beaucoup entre les patients. La rétention de
quantités élevées de chénodéoxycholate et de cholate dans le foie et dans la
circulation systémique pourrait favoriser des Iésions. Jusqu’a présent, il n’y a pas
de traitement efficace pour la cirrhose biliaire primitive. La transplantation

hépatique demeure le traitement de choix lorsque la maladie atteint la phase
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terminale. Plusieurs médicaments ont été essayés: azathioprine (Heathcote et al.,
1976; Christensen et al., 1985), corticostéroides (Mitchison et al., 1986), D-
pénicillamine (Bodenheimer et al., 1985; Neuberger et al., 1985), chlorambucil
(Hoofnagel et al., 1986). Cependant, ces médicaments, dont certains peuvent étre
utiles dans le traitement des symptdmes, n'ont pas empéché la progression de la
maladie (Stellard et al., 1979; Hoenschi et al., 1985). D’autres médicaments
semblent utiles dans le ralentissement de la progression de la maladie
(Bodenheimer et al., 1988). Des anomalies histologiques persistent et souvent, les
patients souffrent des effets secondaires du traitement. Les données actuelles
démontrent que 1’administration a long terme de ’acide ursodéoxycholique est

sans risque et efficace au début de la maladie.

Avant les années 70, la maladie était diagnostiquée seulement a la phase
terminale  (cholestase, signes d’hypertension portale et insuffisance
hépatocellulaire). La plupart des patients ont présentement un diagnostic bien
avant la phase terminale: certains sont asymptomatiques, d’autres souffrent de
prurit. Le prurit est le symptdome caractéristique de la maladie et son intensité
varie considérablement parmi les patients. La jaunisse peut suivre le prurit et, une
fois présente, elle a tendance a persister ou devenir plus prononcée. Ce
phénomene résulterait directement de la destruction et du dysfonctionnement des
canalicules biliaires interlobulaires. Le prurit est présent chez 70-80% des patients
atteints de la cirrhose biliaire primitive, et dans 10% des cas il peut étre assez

sévere pour interférer avec leur qualité de vie. La pathogénése du prurit est encore
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inconnue (Freedman et al., 1981; Ghent, 1987; Bergasa et Jones, 1993). Les
acides biliaires jouent probablement un rdle important mais d’autres facteurs
seraient slirement impliqués. D’aprés certaines études, le prurit est relié a des
concentrations élevées d’acides biliaires endogénes dans le sérum (Neale et al.,
1971; Murphy et al., 1972), qui ont pour conséquence une concentration élevée
sous la peau, alors que d’autres études n’ont pas pu confirmer une corrélation
entre le prurit et le niveau d’acides biliaires sous la peau (Ghent et al., 1977).
Toutefois, il est important de noter que ce ne sont pas tous les patients avec une
obstruction biliaire et des niveaux sériques élevés d’acides biliaires qui souffrent

de prurit.

Présentement, dans 30 & 50% des cas, la maladie est diagnostiquée en
absence de tout symptome (Fleming et al., 1978; Brenard et al., 1990). Dans
plusieurs cas, c¢’est par des anomalies dans des tests de laboratoire (la phosphatase
alcaline, la y-glutamyl transpeptidase et les transaminases) qu’on arrive a détecter
la maladie. Les mécanismes et les agents responsables de 1'inflammation et de la
destruction des canalicules biliaires ne sont pas encore trés bien connus.
Normalement, les cliniciens se basent sur certains tests de laboratoire dans
I’évaluation des maladies hépatiques : les tests biochimiques, les acides biliaires

et la bilirubine.

Les tests de fonction hépatique sont utilisés pour détecter la présence des

maladies hépatiques, suggérer la cause et la sévérité et aussi pour controler
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Iefficacité du traitement. Les aminotransférases, aspartate (AST) et alanine
(ALT), la phosphatase alcaline (PA) et la y-glutamyl transpeptidase (y-GT) sont
des indicateurs de nécrose hépatocellulaire et de cholestase fréquemment utilisés
lors du diagnostic des maladies hépatiques. L'ALT est localisée principalement au
niveau du foie alors que I’AST est présente dans plusieurs tissus (cceur, muscles
squelettiques, reins, cerveau et foie). L’AST se trouve dans le cytosol et dans les
mitochondries des hépatocytes alors que I’ALT est présente seulement dans le
cytosol (Rej, 1978). La phosphatase alcaline appartient a4 une famille
d’isoenzymes qui catalyse I’hydrolyse des esters de phosphate a un pH optimum
alcalin. La y-glutamyl transpeptidase catalyse le transfert des groupements -
glutamyl des peptides a d’autres acides aminés. Cette enzyme est présente au
niveau de tout I’arbre biliaire. Sa concentration est plus élevée dans les cellules

¢pithéliales au niveau des ductules biliaires.

La détection des acides biliaires dans le sérum est un indice trés utile
lorsque la fonction hépatique se détériore. Dans des maladies cholestatiques, la
circulation et le métabolisme des acides biliaires sont altérés, la clairance
hépatique est diminuée et leur concentration tissulaire et sérique sont augmentées.
Les acides biliaires sériques sont trés élevés dans les conditions cholestatiques, en
particulier la cirrhose biliaire primitive et la cholangite sclérosante primitive.
Alors que les niveaux des aminotransférases s€riques reflétent le degré de 1ésion
des hépatocytes, les niveaux d’acides biliaires sériques reflétent non seulement les

lésions hépatocytaires mais aussi une altération de 1’absorption intestinale, de la
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capture hépatique, de I’excrétion et de la circulation entérohépatique (Reichen et

al., 1988; Azer et al., 1993).

La bilirubine est le principal pigment biliaire. Lorsque les globules rouges
s¢ dégradent, le fer, la globine et la bilirubine (dérivé de 1’héme) sont libérés. Le
fer et la globine sont recyclés, mais une partie de la bilirubine est excrétée dans
les canaux biliaires. C’est la bilirubine qui donne a la bile sa couleur jaune
caractéristique. Apres son entrée dans l’intestin avec la bile, la bilirubine est
modifiée par des enzymes bactériennes pour former des pigments marron qui
donnent aux matiéres fécales leur couleur caractéristique. Au cours de leur
passage dans I’intestin, certains pigments biliaires sont réabsorbés dans le plasma
et sont finalement excrétés dans 1’urine, donnant a |’urine sa couleur jaune. La
bilirubine est un indice important dans le pronostic et ’évaluation de la fonction
hépatique (Child et Turcotte, 1964; Dickson et al., 1989; Bonnaud et al., 1998).
Son niveau sérique élevé (> 70 pmol/l) en association avec des tests hépatiques
anormaux signifie la présence de maladie hépatique. Dans ces situations, au
moins 50% de la bilirubine dans le sérum est sous la forme conjuguée.
L’hyperbilirubinémie conjuguée est le résultat d’une détérioration de 1’excrétion

intrahépatique de bilirubine ou d’une obstruction extrahépatique.
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1.3.2 L’acide ursodéoxycholique dans le traitement médical de la cirrhose

biliaire primitive

L’acide ursodéoxycholique est présent dans la bile humaine normale en
faible concentration (<4%) (Hirano et al., 1981). Cependant, il constitue I’acide
biliaire principal de la bile de 1’ours noir. Au Japon et en Chine, la bile de ’ours a
¢té utilisée pendant plusieurs siécles dans le traitement des maladies hépatiques et
gastro-intestinales. Sa commercialisation a eu lieu en 1957 au Japon. A partir des
années 1960, les Japonais ont commencé a étudier les effets bénéfiques de ’acide
ursodéoxycholique (Ichida, 1961 ; Mijayi et al., 1976). Il a été utilisé pour la
premicre fois au début des années 1970 dans la dissolution des calculs biliaires
cholestéroliques de la vésicule biliaire. Cet acide biliaire est maintenant devenu
un traitement couramment utilisé dans des maladies cholestatiques chroniques

(Queneau et Montet, 1994; Rubin et al., 1994).

L’acide ursodéoxycholique a été test¢ dans plusieurs maladies hépatiques
cholestatiques (Cotting et al., 1990; Plevris et al., 1991; Stichl et al., 1991; Svanik
et al., 1991; Palma et al., 1992), mais il a été utilisé surtout dans le traitement de
la cirrhose biliaire primitive et de la cholangite sclérosante primitive. Fischer et
Paradine furent les premiers a rapporter les effets bénéfiques de 1’acide
ursodéoxycholique dans la cirrhose biliaire primitive (Fischer et Paradine, 1986).
Plus tard, en 1987, Poupon et al. rapportaient les résultats d’une étude pilote non

controlée de l’acide ursodéoxycholique chez 15 patients atteints de cirrhose
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biliaire primitive (Poupon et al., 1987). C’était la premiére fois qu’on observait un
effet bénéfique d’un médicament sans effets secondaires dans cette maladie: cet
essai a montré une amélioration des phosphatases alcalines, des transaminases et
de la y-GT chez tous les patients. De plus, les patients ont montré une
détérioration des tests hépatiques lorsque le traitement a été interrompu et une
amélioration lorsque le traitement a été rétabli. Dans cette étude, les chercheurs
ont postulé que I’acide ursodéoxycholique pourrait déplacer les acides biliaires

endogénes dans la circulation entérohépatique et renverser leur cytotoxicité.

1.3.2.1 Structure et propriétés physico-chimiques de ’acide

ursodéoxycholique

L’acide ursodéoxycholique (acide 3a-7f dihydroxy-5p cholanoique) est
un acide biliaire secondaire lorsqu’il est formé dans le colon et est un acide
biliaire tertiaire lorsqu’il est formé dans le foie (Fromm et al., 1980; 1983). La
conversion de I’acide chénodéoxycholique en acide ursodéoxycholique se fait en
deux étapes, par épimérisation bactérienne du groupe hydroxyle en position 7 de
I’acide chénodéoxycholique (Ward et al. , 1984). Le placement du groupement
OH sur la face § diminue le lien H et augmente 1’hydrophilicité de I’acide
ursodéoxycholique en comparaison avec ’acide chénodéoxycholique (Soloway et
al., 1995). L’acide ursodéoxycholique est plus hydrosoluble que les deux autres

acides biliaires dihydroxylés, le chénodéoxycholate et le déoxycholate. La
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polarité plus €levée de I’acide ursodéoxycholique explique que sa concentration
micellaire critique (CMC) soit élevée, environ deux fois celle du
chénodéoxycholate (Roda et al., 1989), reflétant sa tendance moins importante
que pour les autres acides biliaires a former des micelles. Par conséquent, il
possede une capacité moins importante de partition membranaire et de

solubilisation des lipides membranaires.

1.3.2.2 Métabolisme et mécanismes d’action de I’acide ursodéoxycholique

dans le traitement de la cirrhose biliaire primitive

L’acide ursodéoxycholique est peu soluble dans I’intestin gréle proximal.
Environ 30-60% de 1’acide ursodéoxycholique administré oralement est absorbé
(Parquet et al., 1985). Sous sa forme libre, il s’absorbe au niveau du jéjunum et de
I'iléon par un mécanisme de transport passif non ionique (Stiehl et al., 1988).
Environ 20% pourrait étre absorbé au niveau du c6lon (Mekhjian et al., 1979).
Ses tauroconjugués sont absorbés dans 1’iléon par un transport actif (Wong et al.,
1994), alors que les glycoconjugués y sont absorbés par un mécanisme passif
(Montagni et al.,, 1993) et actif (Amselberg et al., 1994). Dans 1’intestin, les
conjugués de l’acide ursodéoxycholique sont partiellement déconjugués et
absorbés au niveau de I’intestin (Stiehl et al., 1988); I’acide ursodéoxycholique en
circulation est 1ié & 99% a I’albumine. Une biotransformation bactérienne totale a

lieu avant I’élimination de 1’acide ursodéoxycholique. Le métabolisme de la
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forme conjuguée dans lintestin gréle se fait par déconjugaison puis
déshydroxylation en acide lithocholique par la flore microbienne (Hofmann,

1994). Le produit nonconjugué n’est pas réabsorbé et est éliminé dans les selles.

Les mécanismes d’action de 1’acide ursodéoxycholique ne sont pas encore
trés bien compris. Son effet bénéfique a été étudié en utilisant différents modeles
expérimentaux chez 1’animal. Il protége contre 1’hépatotoxicité des acides
biliaires in vivo et in vitro, sur le foie isolé perfusé et les hépatocytes isolés
(Schmucker et al., 1988; Galle et al., 1989; Heuman et al., 1989). De méme,
lorsque les hépatocytes en culture sont placés dans un milieu contenant a la fois
du chénodéoxycholate et de 1’ursodéoxycholate, le relargage des enzymes est
considérablement réduit (Galle et al., 1989). Sa toxicité est minime et n’apparait
qu'a de fortes doses. A I’heure actuelle, les effets bénéfiques de P’acide
ursodéoxycholique sont expliqués par trois mécanismes principaux : modification
de la circulation entérohépatique, effet cytoprotecteur et effet sur le systéme
immunitaire. Cependant, aucun d’entre eux ne peut isolément rendre compte de

I’effet bénéfique de cette molécule.

1.3.2.2.1 Modification de la circulation entérohépatique

Le premier mécanisme proposé pour expliquer I’effet bénéfique de 1’acide
ursodéoxycholique correspond a4 wune modification de la circulation
entérohépatique. Ainsi, I’absorption iléale des acides biliaires toxiques est inhibée

et la sécrétion biliaire est augmentée. Aprés [’administration de 1’acide
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ursodéoxycholique, on observe une diminution du pool des acides biliaires qui
peut s’expliquer par I’action de cette substance au niveau de la derniére anse
iléale. Chez des sujets atteints d’une maladie hépatique cholestatique, 1’acide
ursodéoxycholique devient I’acide biliaire principal dans la circulation (Eusufzai
et al., 1991) et on observe une diminution de la concentration des acides cholique
et chénodéoxycholique dans le sérum (Batta et al., 1989; Mazella et al., 1991).
Selon Stiehl et al. (Stiehl et al., 1990), les résultats devraient étre interprétés en
fonction de la maladie puisque, dans la cirrhose biliaire primitive, la concentration
sérique d’acide cholique n’est diminuée qu’aux stades précoces. De plus, & part
des variations dans les concentrations sériques des acides biliaires endogénes, les
hépatocytes sont en contact avec une quantité plus importante d’acide
ursodéoxycholique et des concentrations plus faibles d’acides biliaires toxiques.
La diminution des acides biliaires endogénes toxiques pourrait se faire par une
inhibition compétitive de leur absorption par transport iléal actif sous I’effet des

conjugués de ’acide ursodéoxycholique.

1.3.2.2.2 Effet cytoprotecteur

Des études in vitro ont montré que 1’acide ursodéoxycholique protége
contre la toxicité¢ induite par les acides biliaires hydrophobes (Palmer, 1972;
Kanai et Kitani, 1983; Scholmerich et al., 1984; Heuman et al., 1991). 11 prévient
la rupture de la membrane canaliculaire observée dans les affections

cholestatiques (Heuman et al., 1991). Il réduit ’hémolyse induite par les acides
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biliaires et prévient les Iésions hépatocytaires induites par 1’acide
chénodéoxycholique (Takikawa et al., 1986). L’acide ursodéoxycholique
stabilise la bicouche lipidique et réduit la solubilisation micellaire induite par des
acides biliaires plus hydrophobes (Heuman, 1993). Ceci a ét¢ démontré sur des
modéles vésiculaires riches en cholestérol (Heuman et Bajaj, 1994), sur des
cultures d’hépatocytes humains (Galle et al., 1990), et in vivo chez 1’animal
(Vadakekalam et Gores, 1992). Les mécanismes de cette protection membranaire
sont inconnus, mais pourraient résider dans la capacité des conjugués de ’acide
ursodéoxycholique a modifier la structure et la polarité de la membrane cellulaire

(Guldutuna et al., 1993).

1.3.2.2.3 Effet sur le systéme immunitaire

Dans le foie normal, les molécules HLLA de classe I sont exprimées sur les
canaux biliaires et les cellules sinusoidales, alors que l'expression des molécules
de classe II est limitée aux cellules sinusoidales (Calmus et al., 1991). En cas de
cholestase, il y a une augmentation des ARNm spécifiques du CMH de classe 1
(Hillaire et al., 1994), de I’expression des antigénes HLA de classe 1 sur les
hépatocytes, mais aussi de 1’expression des antigénes de classe II sur I’épithélium
biliaire (Calmus et al., 1994). 1l a été démontré que 1’acide ursodéoxycholique
posséde une action sur le systéme immunitaire des sujets atteints de cirrhose
biliaire primitive et de cholangite sclérosante primitive en altérant 1’expression

des molécules CMH de classe 1 et des antigénes HLA-DR présents sur les



43
membranes hépatocytaires de ces patients. Par contre, l'expression anormale des
molécules HLA de classe II ne semble pas modifiée sous traitement avec UDCA

(Calmus et al., 1990).

1.4 Méthodes d’analyse des acides biliaires

Les sels biliaires sont des agents émulsifiants responsables de 1’absorption
des lipides et des acides gras dans I’intestin et jouent un r6le important dans la
régulation du niveau de cholestérol. Chez les sujets normaux & jelin, la
concentration totale des acides biliaires sériques est inférieure & 5 pM.
L’obstruction biliaire et les maladies hépatiques ménent & un métabolisme
anormal des acides biliaires, marqué par des variations importantes dans la
concentration et les proportions des acides biliaires naturels et par le niveau élevé
de leurs formes mineures. Donc, une séparation individuelle et une quantification
précise de ces composés dans les échantillons biologiques sont trés importantes
dans I’¢étude de leur métabolisme et aussi dans le pronostic et le diagnostic des
maladies hépatobiliaires et intestinales chez 1’homme et chez d’autres

mammifeéres.

La concentration des acides biliaires peut étre mesurée par plusieurs
méthodes: des méthodes enzymatiques, immunologiques, ainsi que des méthodes
chromatographiques dont la chromatographie en phase gazeuse (GC), la

chromatographie gazeuse couplée a un spectrométre de masse (GC-MS) et la
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chromatographie liquide a haute performance (HPLC). Parmi ces différentes
méthodes, la chromatographie demeure la méthode de choix pour I’analyse

détaillée des acides biliaires dans les milieux biologiques.

La sensibilité d’une méthode d’analyse est un paramétre important non
seulement pour la quantification mais aussi pour 1’identification, car les quantités
d’échantillons disponibles sont souvent restreintes et certains composés se
retrouvent a I’état de trace. Le but ultime d’analyse de tout mélange complexe est
d’identifier ses différents constituants et de donner la mesure de leur

concentration respective.

1.4.1 Méthodes enzymatiques

La premiére application de la méthode enzymatique pour 1’analyse des
acides biliaires a ¢été rapportée par Iwato et Yamasaki (Iwato et Yamasaki, 1969).
Le dosage des acides biliaires par des méthodes enzymatiques se fait en utilisant
I’enzyme 3o-hydroxystéroide déshydrogénase (3aHSD), en présence de NAD
(nicotinamide adénine dinucléotide). Cette méthode est avantageuse pour des
analyses routiniéres lorsqu’on doit analyser un grand nombre d’échantillons. Il
s’agit d’une méthode rapide et simple (Murphy, 1988; Roda et al., 1988). On
I'utilise surtout pour I’analyse des acides biliaires dans les milieux ou leur
concentration est élevée (la bile et les feces). Cependant, la méthode n’est pas trés

sensible dans I’analyse des acides biliaires sériques. Elle ne détecte pas les
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sulfates et les glucuronides urinaires dont les proportions deviennent trés
importantes en cholestase (Bolt et Boyer, 1977; Bruusgaard et al., 1977). Donc,
I'inconvénient de cette méthode est sa faible sensibilité et il peut y avoir des

interférences provenant d'autres constituants de la matrice biologique.

1.4.2 Méthodes immunologiques

La limite de détection et la spécificité sont meilleures avec les méthodes
immunologiques en comparaison avec les méthodes enzymatiques. Il s’agit d’une
méthode sensible et spécifique, sauf que seuls certains acides biliaires communs
(le cholate et le chénodéoxycholate) peuvent étre déterminés de fagon précise; les
formes libres ne sont pas détectées, ou seulement partiellement mesurées & cause
de la spécificité¢ de I’anticorps pour les conjugués de taurine et de glycine. Les
esters d’acides biliaires ne sont pas non plus mesurés par ces techniques (Mannes

etal., 1987; Roda et al., 1988).

1.4.3 Méthodes chromatographiques

Les méthodes chromatographiques sont les méthodes de choix dans
I"analyse des acides biliaires. Cependant, la chromatographie toute seule ne
permet pas une détermination compléte des acides biliaires dans les mélanges

complexes. La chromatographie est, avant tout, une technique de séparation mais
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¢galement de quantification des constituants d’un mélange. Il existe plusieurs
types de chromatographie: chromatographie sur couche mince (TLC),
chromatographie gazeuse (GC), et chromatographie liquide a haute performance

(HPLC) (Street et Setchell, 1988; Goto et Nambara, 1991).

1.4.3.1 Chromatographie gazeuse couplée a un spectrométre de masse (GC-

MS)

La premiere application de la chromatographie gazeuse dans 1’analyse des
acides biliaires a été effectuée au début des années 1960 (Vanden-Heuvel et al.,
1960). Elle a été utilisée plus que toute autre méthode dans I’analyse du profil des
acides biliaires (Almé et al.,1977; Sjovall et al., 1985; Lawsen et Setchell, 1988).
Le couplage de la chromatographie gazeuse avec un spectrométre de masse (GC-
MS) est considéré comme la méthode de référence (Mannes et al., 1987; Murphy,
1988; Roda et al., 1988), étant donné sa grande sensibilité, son efficacité et sa
spécificité. La méthode a été prouvée comme étant cruciale dans 1’identification

des acides biliaires inhabituels.

Le GC-MS est une combinaison de deux techniques microanalytiques, une
technique de séparation (GC) et une technique d’identification (MS). La
spectrométrie de masse (MS) est une technique analytique cruciale largement

utilisée, particuliérement dans le diagnostic des désordres du métabolisme des
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acides biliaires, pour identifier et quantifier les acides biliaires atypiques et pour
évaluer les effets thérapeutiques sur le métabolisme des acides biliaires. Cette
technique, trés sensible, permet d’obtenir un spectre de masse pour un composé
organique volatil. Généralement, le spectre fournit des indications précises quant
a la structure et I’identité du composé analysé. Ces informations pourront étre

utilisées a des fins d’analyse quantitative.

L’analyse des acides biliaires par le GC-MS se fait essentiellement par
deux modes : les modes SIM et balayage ("Scan"). La méthode de détection
d’ions multiples, ("Selected Ion Monitoring " (SIM)), de GC-MS a été développée
particuliérement pour la quantification et 1’analyse des composés en faible
concentration (Yanangisawa et al., 1980; Bartholomew et al., 1982). Done¢, en
partant du fait qu’on sait exactement ce que l’on veut mesurer (la structure
chimique du composé est connue et ses caractéristiques chromatographiques sont
établies), on pourrait se limiter a n’intégrer qu’une série d’ions spécifiques du
compose étudié. Dans le mode balayage, la machine enregistre des balayages
répétés a intervalle de quelques secondes. Cette méthode de détection est trés
utile lorsqu’on désire obtenir le maximum de données. On obtient un spectre de
masse pour chaque composé dans un mélange complexe. On peut identifier
chaque composé en comparant son spectre a des spectres contenus dans une
librairie de référence. On peut aussi vérifier la présence des composés connus en

cherchant leurs ions caractéristiques dans le fichier de données.
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1.4.3.2 Chromatographie liquide a2 haute performance (HPLC)

Des progres majeurs ont été faits durant la derniere décennie dans
I’application de la chromatographie liquide a haute performance (HPLC). Cette
technique est préférable pour 1’analyse routinieére des acides biliaires parce que
contrairement a la chromatographie en phase gazeuse (GC), on peut mesurer
directement les conjugués taurine et glycine des acides biliaires sans hydrolyse

des conjugués ni préparation de dérivés volatils.

La détection des acides biliaires par les rayons UV entre 200 et 210 nm est
limitée par leur capacité d’absorption a ces longueurs d’ondes, en particulier les
acides biliaires non conjugues dont I’ absorbance est de 20 a 30 fois moins élevée
que les acides biliaires amidés. De plus, la présence d’impuretés et d’autres
constituants de la matrice biologique, qui ont une plus grande absorbance & 200
nm, peuvent affecter considérablement 1’identification des acides biliaires. Pour
éviter ce probléme, les acides biliaires peuvent subir des dérivatisations pré- et

postcolonnes dans le but d’augmenter leur sensibilité aux rayons UV.

1.4.3.3 Spectrométre de masse en tandem (MS-MS)

Le spectre de masse en tandem est une nouvelle méthode analytique trés
puissante pour identifier différents constituants a I’intérieur de mélanges

complexes. Ses principaux avantages sont sa spécificité, sa sensibilité et sa vitesse
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d’analyse. Contrairement au GC-MS, le spectrométre de masse en tandem ne
demande aucune préparation de dérivés préalable. Il y a donc un gain de temps
considérable. Il suffit seulement de d'extraire les acides biliaires par les cartouches
Cis, une méthode rapide qui permet de purifier et de concentrer les acides biliaires

dans les milieux biologiques tel le sérum.

En mode "Electrospray”, il se produit une évaporation ionique a partir
d’une gouttelette. Le solvant est pompé par le HPLC au travers d’un capillaire
d’acier inoxydable transportant un haut potentiel d’environ 3.5 kV. Le champ
¢lectrique élevé généré par ce potentiel améne le solvant & étre vaporisé de la
pointe du capillaire et des gouttelettes hautement chargées sont produites. Puis ces
gouttelettes s’évaporent au méme rythme que les ions qui y sont présents. Un flux
gazeux d’azote chaud passe par la source afin de faciliter le processus de
vaporisation de méme que le retrait du solvant. Un flux d’azote passe aussi autour
du capillaire afin de diriger ces gouttelettes. On peut obtenir différentes
informations au sujet des acides biliaires en utilisant différents modes d’analyse :

balayage, ions filles, MRM et parent.
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1.4.3.3.1 Modes d’acquisition des données
1. Identification des composés

a. Le mode balayage (MS1)

Le mode de balayage est utilisé surtout pour identifier des composés
inconnus, pour confirmer leur masse et parfois leur structure. Dans ce mode, les
ions produits dans la source sont séparés selon leur masse en utilisant seulement
le premier quadrupole (MS1) et on obtient un spectre de masse. En augmentant le
voltage du cone, il se produit une fragmentation dans la source qui pourrait aider

a I’élucidation de la structure de la molécule.

b. Analyse des ions filles

L’analyse des ions filles permet une élucidation structurale de la molécule
d'intérét. Dans ce mode d'analyse, une seule masse produite dans la source est
choisie pour passer dans le MS1. Une pression de gaz argon entre dans la cellule
de collision hexapole située entre le MS1 et le MS2 (le deuxiéme quadrupole); la
fragmentation a lieu au niveau de cette cellule de collision. Le MS2 enregistre
tous les ions qui sortent de la cellule de collision. Les ions traversant le MS1 sont
appelés "parent" ou "précurseur” et les ions produits dans la cellule de collision
sont nommes “filles” ou “fragments”. MS1 est en mode statique, c’est-a-dire
qu'une seule masse est autorisée a passer a travers le quadrupole; le MS2 est

utilisé en mode de balayage.
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2. Analyse des composés connus

a. ""Multiple Reaction Monitoring'" (MRM)

Le mode MRM est utilis¢ dans la détection des molécules d'intérét avec
une sélectivité et sensibilité accrue. Dans ce mode d’analyse, la nature de
I’analyte et de ’ion fille produit sont connus. Le MS1 transmet seulement une
seule masse d’intérét, un seul ion fille est sélectionné pour étre transmis par le
MS2. MS1 et MS2 sont tous les deux en mode statique. La sensibilité accrue de
MRM s’explique donc par le fait que les deux quadrupoles contrélent chacun un
seul 1on. Sa sélectivité est due au fait qu’une seule masse est autorisée a traverser
le MS1. Le MRM ne produit pas de spectre de masse. Ce mode d’analyse est trés
utile lors d’analyse des matrices biologiques complexes ou il peut y avoir des

interférences provenant d’autres composés dans 1’échantillon.

1.4.4 Isolation des acides biliaires des milieux biologiques complexes

L’analyse des acides biliaires dans les milieux biologiques nécessite des
ctapes de préparation et d’extraction. Les composés a doser sont présents a 1’état
de trace, c’est-a-dire a des quantités inférieures & 5 uM. De plus, les composés a
doser sont présents dans des milieux complexes. De par la complexité de la
matrice, la premiére étape de la méthode consiste en une extraction du(des)
composé(s) recherché(s). Cette étape de purification s’avére nécessaire pour

résoudre le probléeme d’interférences provoquées par les composés présents dans
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le milieu 4 des concentrations nettement supérieures a celle du composé
recherché. Les procédés d’extraction sont multiples et le choix doit étre guidé par
la nature chimique des composés recherchés. L’extraction liquide-solide sur
colonnes est utilisée dans quelques laboratoires pour 1'analyse des acides biliaires.
Cette technique d’extraction par les cartouches C;3 a remplacé les méthodes
d’extraction liquide-liquide (Hofmann, 1967; Fransson et Schill, 1975) et aussi
d’autres méthodes d’extraction liquide-solide (résines d’ Amberlite XAD). 11 s agit
d’une technique facile et rapide pour la séparation des acides biliaires des autres

constituants.

1.4.5 Ktalon interne

Les ¢talons sont essentiels pour la calibration du spectromeétre de masse et
aussi pour ajuster les conditions afin d’optimiser la sensibilité et la sélectivité de
’appareil. De plus, en raison de nombreux paramétres expérimentaux a controler,
I'utilisation d’un ¢étalon interne est indispensable dans le but d’optimiser la
reproductibilité et 1’exactitude des données. L’étalon interne choisi devrait avoir
les mémes propriétés physiques et chimiques que celles de 1’analyte. Ainsi, lors
des réactions chimiques (dérivatisation) et physiques (extraction, séparation
chromatographique, adsorption sur des surfaces), les deux (analyte et étalon
interne) subiront les mémes pertes. Normalement, on introduit dans 1’échantillon
une quantité connue d’un composé de référence avant de le traiter selon le

protocole expérimental choisi. En réalisant ces essais sur des échantillons
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synthétiques ou biologiques additionnés de quantités croissantes du composé a
mesurer, on établit une courbe d’étalonnage qui servira aux calculs des

concentrations des échantillons inconnus.

1.4.6 Courbes d’étalonnage

La mesure quantitative en spectrométric de masse repose sur
I’établissement d’une courbe d’étalonnage obtenue a partir d’échantillons
synthétiques ou biologiques additionnés d’une quantité connue et constante
d’étalon interne et de quantités croissantes du composé a déterminer. Le rdle de
cet €talonnage est de vérifier qu’il existe une relation linéaire dans la gamme des

concentrations a mesurer.
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2  OBJECTIFS DE L'ETUDE

Durant les dernieres années, une attention particuliére a été porté au
métabolisme des acides biliaires en relation avec le diagnostic des maladies
hépatobiliaires et intestinales. Les maladies cholestatiques chroniques, comme la
cirthose biliaire primitive (CBP) sont caractérisées par l'accumulation d'acides
biliaires endogénes hydrophobes. Ceux-ci provoquent des 1ésions des hépatocytes
et probablement des celleules biliaires qui pourraient, a terme, étre responsables
de I'évolution de la maladie vers le fibrose et la cirrhose. La solution pour la
compréhension de la physiologie et de la pharmacologie des acides biliaires est

lie au développment de méthodes analytiques précises.

Les principaux buts de cette étude sont les suivants:
1- Validation du spectrométriec de masse en tandem (MS-MS), une nouvelle

technique analytique pour I’identification et la caractérisation des acides

biliaires.

2- Validation de la quantification des acides biliaires par le MS-MS en analysant
les acides biliaires sériques des patients atteints de cirrhose biliaire primitive
(CBP), prélevés a jelin, avant et aprés six mois de traitement a l'acide

ursodéoxycholique.
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Analyse des acides biliaires sériques des mémes patients par le GC-MS, et de
comparer les résultats avec ceux obtenu par le MS-MS. Cependant, a cause de
quantités insuffisantes de sérum prélevées avant et aprés l'administration de
l'acide ursodéoxycholique pour tous les patients, on a seulement pu analyser

les acides biliaires sériques de 7 des 13 patients.

Etudier I'effet de l'administration de l'acide ursodéoxycholique sur le profil
des acides biliaires sériques des patients atteints de CBP. Etant donne que le
traitement a été considéré inefficace chez ces patients (absence d’amélioration
du prurit et des parameétres biochimiques), on a voulu vérifier I'hypothése
selon laquelle la présence d” acides biliaires anormaux dans le sérum pourrait

expliquer en partie l'inefficacité du traitement.
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3 MATERIEL ET METHODES

3.1 Validation des méthodes

3.1.1 Efficacité des cartouches Cig dans I’extraction des acides biliaires

Les acides biliaires suivants, obtenus de Calbiochem-Boehring Corp., ont
ét¢ utilisés pour vérifier I'efficacité d'extraction des cartouches "Octadecylsilane-
bonded-silica” (Cig): acide cholique (CA), acide glycocholique (GCA), acide
taurocholique (TCA), acide chénodéoxycholique (CDCA) et acide lithocholique
(LCA). Les acides biliaires radioactifs marqués avec le *C ont été obtenus
d’Amersham Int. et Du Pont : acide cholique (activité spécifique 55.7 mCi/mmol),
acide glycocholique (activité spécifique 44.6 mCi/mmol), acide taurocholique
(activité¢  spécifique 46.7 mCi/mmol), acide chénodéoxycholique (activité
spécifique 40 mCi/mmol) et acide lithocholique (activité spécifique 50

mCi/mmol).

Les cartouches Cg ont été obtenues de J.T.Baker, avec une capacité de 3
ml et masse sorbante de 500 mg. Toutes les cartouches ont été conditionnées
avant 1’utilisation. Elles étaient prélavées avec 2 ml de chloroforme : méthanol
2:1, 2 ml de méthanol, 2 ml d’eau distillée et, par la suite, on a ajouté différentes
quantités d'acides. A la fin, les colonnes étaient nettoyées avec 2 ml d’eau distillée

et 2 ml de n-hexane et les acides biliaires étaient récupérés avec 2 ml de méthanol.
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Avant D’extraction, 10 pCi d’acide biliaire radioactif étaient ajoutés a I’acide
biliaire non-radioactif correspondant; le tout a été dilué dans de 1’eau distillée
dans un volume total de 2 ml. Aprés avoir ajouté 15 ml du liquide de scintillation
Eco-Lite (Amersham Corporation, Arlington Heights, Illinois) a 1’extrait
méthanolique, la radioactivité des acides biliaires a été déterminé au compteur de

scintillation liquide.

Dans le cas ou les acides biliaires n'ont pas été radiomarqués (acides
biliaires dilués dans le sérum de cheval), leur taux de récupération a été calculé a
partir des courbes d'étalonnage linéaires obtenues a partir de différentes
concentrations (100 & 10000 ng/ml) de chaque acide biliaire par le MS-MS. Etant
donné que le spectrometre de masse en tandem utilisé n’est pas équipé d’une
colonne séparatrice et qu'il n’y a pas de distinction entre différentes molécules de
méme poids moléculaire, on a choisi un acide biliaire monohydroxylé (LCA), un
acide biliaire dihydroxylé (CDCA) et un acide biliaire trihydroxylé (CA) sous leur
forme conjuguée, glycine et taurine pour établir les courbes d'étalonnage. Ces
courbes sont obtenues en utilisant 1000 ng d'étalon interne, le 5B-cholanique

3a,12a diol-7 one.

Toutefois, le sérum demande des étapes de préparation particuliéres. Dans
une ¢tude effectuée par Setchell et Worthington, ils ont observé une perte
importante des acides biliaires majeurs lorsque le sérum est dilué simplement

dans I'eau (Setchell et Worthington, 1982). Une forte liaison des acides biliaires et
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de leur conjugués avec l'albumine constitue le probléme majeur dans leur
extraction par les cartouches C;3 et les acides biliaires restent retenus dans la
phase aqueuese. Cette liaison des acides biliaires avec l'albumine peut étre
€liminée en augmentant le pH et la température (Rudman et Kendall, 1957).
L'augmentation de la température a 64°C minmise la liaison non-ionique des
acides biliaires aux protéines sériques et il v a une amélioration dans le taux
d'extraction des acides biliaires lorsque le sérum est dilué dans I'eau. Toutefois, si
on dilue le sérum avec NaOH 0.IM (pH > 12) avant son passage dans les
cartouches Cjs, la liaison des acides biliaires aux protéines sériqus devient minime

et le taux d’extraction est plus satisfaisante (Rudman et Kendall, 1957).

3.1.2  Spectrométre de masse en tandem (MS-MS)

3.1.2.1 Identification et optimisation des acides biliaires par le MS-MS

Le spectrométre de masse utilisé dans [’analyse des acides biliaires est de
type VG Quatro II et est raccordé a un ordinateur. Le logiciel Mass Lynx acquiert
et manipule les données. Les acides biliaires suivants ont été analysés : acide
lithocholique (LCA), acide chénodéoxycholique (CDCA), acide déoxycholique
(DOCA), acide cholique (CA), acide ursodéoxycholique (UDCA) et les conjugués
glycine et taurine respectifs de chacun de ces acides biliaires. Les analyses ont été
effectuées dans les deux modes, positif (M+1) et négatif (M-1). En mode positif,
les acides biliaires sont dissous dans I’hydroxyde d’ammonium 2.8%; la

dissolution est dans I’eau-acétonitrile 1:1 en mode négatif. Cependant, en mode
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positif, le spectre de masse est dominé par la présence des additifs de Na' dont
l'intensité est beaucoup plus élevée que celle de l'acide biliaire. On a donc dirigé
notre €tude a l'optimisation des acides biliaires en mode négatif. Différentes
quantités de chaque acide biliaire ont ét¢ injectées dans le spectrométre de masse

en tandem, le taux d’infusion étant de 10 pl/min.

En mode de balayage, on obtient ’abondance relative de chaque acide
biliaire (M-H). Pour générer des ions filles, la machine laisse passer une seule
masse ionique a travers le premier spectrométre de masse (MS1) ou elle vient en
contact avec une cellule de collision et la collision avec le gaz argon fragmente la
molécule en générant des ions filles au niveau du deuxiéme spectrométre de
masse (MS2). Le degré de fragmentation dépend du voltage du céne et de
I’énergie de collision. Les conditions suivantes ont été gardées constantes dans le
MSI : capillaire (-3.0 kV), gaz de séchage (250 I/h), température de la source
(70°C), lentille HV (-0.5 kV). En MS2, tous les paramétres étaient constants sauf
I"énergie de collision et la lentille 8. La lentille 8 correspond a une plaque située
devant la cellule de collision qui posséde un certain voltage. Elle permet la
transmission des ions dans la cellule de collision et aussi limite le flot du gaz de

collision en dehors de la cellule.
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3.1.2.2 Quantification des acides biliaires par le MS-MS

3.1.2.2.1 Choix de I’étalon interne

Plusieurs molécules ont été analysées dans le choix d’un étalon interne:
5B-cholanique; 5B-cholanique 3o 0l-6 one; 5B-cholanique 3a, 12a diol-7 one;
5B-cholanique 3,7 dione; 5B-cholanique 3 one; 5B-cholanique 3o 0l-7 one; 5pB-
cholanique 7a, 120 diol-3 one; acide hyocholique; acide hyodéoxycholique; 5B-
cholestan 3f ol; 5a cholestan 3 ol; 5a cholestan 3 one; acide nordéoxycholique

et 5 cholesten-3 one.

3.1.2.2.2 Préparation des échantillons sériques des patients atteints de

cirrhose biliaire primitive pour le MS-MS

A 1 ml du sérum on a ajouté 1 ml de NaCl 0.9% et 8 ml de NaOH 0.1M.
Cette étape permet de minimiser les liens non ioniques des sels biliaires aux
protéines sériques. 1000 ng de 1’étalon interne (5B-cholanique 3a, 12 o diol, 7-
one) a €té ajouté a tous les échantillons. On a incubé le mélange a 64°C pendant
environ 20 a 30 minutes. Le sérum a été refroidi a ’air libre et les acides biliaires
€taient extraits en passant le sérum dans les cartouches Cjg d’aprés la méthode
décrite précédemment. Les extraits méthanoliques contenant les acides biliaires

étaient séchés sous 1’azote extra-sec et dilués dans 1 ml d’eau-acétonitrile 1 - 1
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avant d’€tre injectés dans I’appareil. 10 pl de chaque solution ont été injectés dans

le MS-MS.

3.1.2.2.3 Courbes d’étalonnage et quantification des acides biliaires

Pour établir les courbes d’étalonnage, différentes concentrations (100,
500, 1000, 5000,10000 ng/ml) d' acides biliaires conjugués a la glycine et a la
taurine (GLCA, GCDCA, GCA, TLCA, TCDCA, TCA) étaient dilués dans 1 ml
du sérum normal de cheval ne contenant pas d'acides biliaires. 1000 ng d’étalon
interne, le 5B-cholanique 3o, 12a diol-7 one était ajouté & tous les échantillons.
Ces échantillons ont subit les mémes traitements que les échantillons de sérum
des patients décrits dans la section précédente. 10 ul de chaque solution étaient
injectés dans l'appareil. Les courbes d’étalonnage sont obtenues par la fonction
MRM ("Multiple Reaction Monitoring") du MS-MS. La réponse de chaque acide

biliaire est calculée selon la formule suivante:

aire sous la courbe de l’acide biliaire| x quantité de l’étalon interne dans
aire sous la courbe de I’étalon interne l'échantillon

Les courbes d’étalonnage obtenues sont différents quantités d' acides
biliaires (axe des X) en fonction de leur réponse (axe des Y). A partir de ces
courbes, un logiciel dans l'appareil calcule automatiquement la surface sous la

courbe et la quantité des différents acides biliaires dans un échantillon inconnu.
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3.1.3 Chromatographie gazeuse couplée 4 un spectrométre de masse (GC-

MS)

3.1.3.1 Facteurs de correction de la réponse du détecteur pour les différents

acides biliaires en relation avec I'étalon interne

La quantification avec le GC-MS nécessite un facteur de correction pour
le détecteur du spectromeétre de masse pour chacun des acides biliaires  analyser.
Le facteur de correction correspond au rapport entre 1’aire sous la courbe d’un
acide biliaire et celle de 1’étalon interne dans le méme mélange. Le 5B-cholanique
est 'étalon interne utilisé pour la quantification des acides biliaires par le GC-MS.
A cet effet, un mélange de concentrations €gales de chacun des acides biliaires
suivants a été prépar¢ : 5B-cholanique, LCA, DOCA, CDCA, CA et UDCA. A
partir de ce mélange, différentes quantités (0.02 pg a 5 ug) étaient préparées et
dérivatisées pour I’analyse avec le GC-MS en mode SIM ("Selected Ton
Monitoring"). Dans ce mode d'analyse, chaque acide biliaire est séparé et identifié
selon un temps de rétention bien précis et par des ions caractéristiques. Les ions
caractéristiques du 5pB-cholanique (étalon interne) sont 217/374, 257/374 pour
'acide  lithocholique, 255/370 pour les acides biliaires dihydroxylés
(déoxycholique, chénodéoxycholique et 1’ursodéoxycholique) et 253/368 pour

I’acide cholique.
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Le facteur de correction obtenu pour chaque acide biliaire est utilisé dans
le calcul de la quantit¢ de l'acide biliaire dans un mélange inconnu. La

quantification des acides biliaires par le GC-MS se fait selon la formule suivante :

{aire sous la courbe de I’acide biliaire x quantité de 1’étalon interne}/ facteur
aire sous la courbe de I’étalon interne de correction

3.1.3.2 Préparation des échantillons de sérum des patients atteints de

cirrhose biliaire primitive pour le GC-MS

Les sérums de 7 des 13 patients étaient disponibles pour l'analyse des
acides biliaires par le GC-MS. Dans un premier temps, il s’agit d’extraire les
acides biliaires du milieu biologique : dans chaque tube, on a ajouté 5 ug de
I'étalon interne (5B-cholanique) 4 1 ml du sérum. On ajoute 10 ml d’un mélange
éthanol-méthanol 95:5 et on chauffe les tubes a 60-80°C pendant 10 minutes afin
d’aider la précipitation des protéines. On transfére le surnageant dans des tubes
en plastique et on les centrifuge pendant 30 minutes & une vitesse de 3000 rpm
pour ¢liminer les protéines. Aprés avoir évaporé 1’éthanol sous I’azote extra sec,
les acides biliaires ont subi des étapes de préparation avant d’étre injectés dans le
GC-MS. D’abord, ils ont ét¢ hydrolysés avec 2 ml d’hydroxide de sodium 2.5N
pendant toute la nuit & 160°C et ont était extraits avec 10 ml d’éther. La prochaine
étape consistait en une méthylation des groupements carboxyliques en ajoutant 2

ml de méthanol, 2 ml de 2,2-diméthoxypropane et 10 gouttes de HCI (12 N).
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Finalement, les groupements hydroxyles ont été acétylés en ajoutant 1 ml du
mélange suivant : 7 ml d’acide acétique glacial, 5 ml d’anhydride acétique et 5
gouttes d’acide perchlorique 70%. A la fin, les dérivés méthylester acétates des
acides biliaires sont solubilisés avec 100 pl de chloroforme. Les acides biliaires
sous cette forme peuvent étre conservés longtemps a 4°C. Seulement 2 pl de la

solution étaient injectés dans le GC-MS.

Le chromatographe a gaz utilisé est de type Hewlett-Packard 5890 équipé
d’une colonne capillaire (Yousef et al. 1976). Les acides biliaires sont identifiés
par un détecteur du spectre de masse de type Hewlett-Packard 5971 A raccordé au
chromatographe. Les acides biliaires étaient analysés par la méthode SIM
(Selected Ton Monitoring). L’identification des acides biliaires s’est faite en se
basant sur leur temps de rétention dans le GC. Un ion spécifique est produit pour

chacun des acides biliaires.

3.2 Sujets expérimentaux

13 patients (11 femmes, 2 hommes) atteints de cirrhose biliaire primitive
(CBP) ont fait le sujet de notre ¢tude. Les sérums étaient prélevés a jelin a
I'hopital St-Luc, avant et 6 mois aprés [l'administration de 1’acide
ursodéoxycholique (UDCA). Chaque patient recevait une dose de 13-15 mg/kg
(une gélule = 250 mg). Le traitement avec l'acide ursodéoxycholique chez ces

patients ¢tait considéré inefficace. Cette inefficacité était basée sur le fait qu'il n'y
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a pas eu d'amélioration significative de prurit et des paramétres biochimiques
aprés 6 mois de traitement. Toutefois, il était difficile de déterminer le niveau de
prurit étant donné qu’il s’agissait de la perception du patient méme et il était tres
variable d’une journée a I’autre chez le méme patient. Parmi ces patients, 9 étaient
au stade I'V, 2 étaient au stade II et un était au stade III de Ludwig et ce stade était
indéterminé chez un des patients. Les caractéristiques de ces patients sont

présentés dans le tableau I.

3.3 Changements dans les paramétres biochimiques (ALT, AST, PA, y-GT,
bilirubine, cholestérol) chez les 13 patients atteints de cirrhose biliaire
primitive avant et 6 mois aprés le traitement avec I’acide

ursodéoxycholique

Les parametres biochimiques suivants ont été déterminés avant et aprés 6
mois de traitement: la phosphatase alcaline, les aminotransférases (alanine et
aspartate), la y-glutamyl transpeptidase, la bilirubine et le cholestérol (Tableau
I). Chez 5 patients le niveau d’ALT a augmenté (19-113%) et chez 2 patients le
niveau de cette enzyme n’a pas changé. Chez ceux donc le niveau d’ALT a
diminué, la variation se situe entre 7 et 69%. Parmi les 5 patients qui ont montré
une élévation du taux d’ALT, 3 avaient aussi un niveau d’AST plus élevé aprés
’administration de 1’acide ursodéoxycholique (de 21 a 51%). Le taux d’AST est
reste presque inchangé chez 2 patients (< 10%). La PA a augmenté de 34% chez

un patient, est inchangée chez 4 (< 10%) et a diminué chez 8 patients (12-71%).
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TABLEAU 1. Caractéristiques des patients atteints de cirrhose biliaire primitive

traités avec l'acide ursodéoxycholique

Patients Age (T0) Sexe Stade Prurit Prurit

(TO) (To)

A 52 F v ! 2
B 38 F v 2 2
C 40 F v 3 3
D 49 H v 3 V.
E 59 F N.D. 2 1
F 60 H v 2 2
G 69 F v 1 1
H 46 B IV 2 2
I 42 F v 3 2
J 56 ¥ II 2 .
K 33 F v 2 3
L 54 F I11 3 2
M 47 B IT 3 2
V : Vivant

D: Décédé

T: Greffe hépatique
N.D. Non déterminé

Prurit: 1= Absent
2= Intermittent

3=Permanent



67

Le taux de y-GT a augmenté chez 3 patients, est inchangé chez 2 (< 10%) et a
diminu€ chez 8 (19-64%). La bilirubine a augment¢ chez 3 patients (15-198%),
est inchangée chez 5 et a diminué chez les 5 autres patients (15-75%). Dans
I’ensemble, on observe une diminution de tous les paramétres biochimiques chez
les 13 patients faisant partic de notre étude. Cependant, les différences entre les
indices biochimiques avant et 6 mois apres le traitement ne sont pas significatives
sauf dans le cas de la phosphatase alcaline (PA). Toutefois, ces valeurs restent

supérieures aux niveaux normales retrouvées normalement chez les sujets sains.

TABLEAU II. Parameétres biochimiques (ALT, AST, PA, y-GT, bilirubine,

cholestérol) (moyennetécart-type) de 13 patients, mesurés avant (T0) et 6 mois

apres (T6) le traitement avec ’acide ursodéoxycholique

Paramétres Avant traitement (T0) Apreés traitement (T6)
biochimiques (moyennetécart-type) (moyennetécart-type)
ALT (UI/L) 198 + 201.76 135317322

AST (UI/L) 181 £128.16 133 £ 66.11

PA (UI/L) 611 +372.01 394 + 242 .80

v-GT (UI/L) 567 £474.45 440 + 261.31
Bilirubine (umol/L) 51.0 £49.22 48.5 £54.95
Cholestérol (mmol/L) 7.60+2.76 7.59 £2.50

(Les différences entre les indices biochimiques avant et 6 mois aprés le traitement
avec l'acide ursodéoxycholique ne sont pas significatives, sauf dans le cas de la
phosphatase alcaline (PA))
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3.4 Analyses statistiques

Les données étaient soumises a un test de t pairé et 4 un test de signe, le
niveau de probabilité comme critére de signification étant de 0.05 pour les deux

tests.
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4 RESULTATS

4.1 Validation des méthodes

4.1.1 Efficacité des cartouches C;g dans ’extraction des acides biliaires:

Le tableau III démontre en moyenne le pourcentage de récupération des
acides biliaires marqués avec le '*C lorsqu’ils sont extraits avec les cartouches
Cis . Ces acides biliaires sont le CA et le CDCA, les principaux acides biliaires
qu'on retrouve dans le sérum humain normal, ainsi que dans les maladies
hépatobiliaires. De plus, pour vérifier I’efficacité des cartouches dans 1’extraction
des acides biliaires conjugués, on a utilisé un acide biliaire conjugué a la glycine
(GCA) et un acide biliaire conjugué a la taurine (TCA) marqués avec le '*C. On
a aussi examiné le taux d'extraction de LCA, un acide biliaire trés toxique. Le

taux d’extraction de ces acides biliaires radiomarqués se situe entre 87.6 et 94.5%.

Afin de calculer le taux de récupérations des acides biliaires non
radiomarqués aprés l'extraction par les cartouches Cs, les acides biliaires TLCA,
TCDCA, TCA, GLCA, GCDCA et GCA ont été dilués dans le sérum normal de
cheval ne contenant pas d'acides biliaires. Différentes concentrations (100 a
10000 ng/ml) de chaque acide biliaire ont été injectées a trois reprises dans le
spectrometre de masse en tandem. Aprés leur extraction par les cartouches Cig, le

taux de récupération de ces acides biliaires se situe entre 88.35% et 99.90%
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TABLEAU III. Pourcentage de récupération (moyenne + écart-type, n=6) des

acides biliaires marqués, extraits avec les cartouches Cjg

Acides biliaires % de récupération (moyenne t+écart-type)
CA 945+2.8
CDCA 92.0+5.7
LCA 87.6+ 8.8
GCA 90.4+4.7
TCA 943+£6.8

Tableau IV. Pourcentage de récupération (moyenne + écart-type, n=3) des acides
biliaires conjugués dilués dans le sérum de cheval, obtenu par le MS-MS apres

l'extraction par les cartouches Cyg

Concen- TLCA TCDCA TCA GLCA GCDCA GCA

tration (%) (%) (%) (%) (%) (%)

(ng/ml )

100 9183+ 9745+ 9514+ 9990+ 9659+ 92.02 +
2.02 5.23 6.43 4.42 4.68 5.98

500 89.76 + 9545+ 8950+ 9098+ 8835+ 9630+
4.14 3.66 7.25 5.10 538 3.80

1000 9590+ 88.80f 9225+ 9823+ 9228+ 9288+
4.80 7.61 5.90 8.53 6.94 6.69

5000 90.90+ 93.00+ 91.81+ 88.78% 91.70+  90.04 +
5.79 7.11 3,33 6.23 5.20 4.24

10000 9234+ 9521+ 90.09t 9517+ 9025+ 91.72+
7.09 8.45 5.88 8.10 6.12 5.11
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(Tableau IV). Dans l'ensemble, le coefficient de variation inter-jour de ces acides

biliaires se situe entre 2.20% et 8.87%.

4.1.2 Analyse des acides biliaires par le spectrométre de masse en tandem

(MS-MS) : optimisation et caractérisation des acides biliaires

4.1.2.1 Le "Full Scan"

En plus de CA et CDCA, le sérum contient d'autres acides biliaires tels
que le DOCA, LCA et UDCA ainsi que leurs conjugués glycine et taurine. En
mode négatif, tous les acides biliaires analysés, libres ou conjugués, montrent un
pic & m/z M-1 (masse moléculaire - 1). Il y a trés peu ou pas de fragmentation
additionnelle et le spectre de masse contient uniquement 1’ion quasi-moléculaire.
On a aussi analysé des solutions d’acides biliaires contenant de 1’acétate
d’ammonium 0.7%. Cependant, la sensibilité et 1’intensité des composés sont

réduites comparativement aux échantillons ne contenant pas ce produit.

En injectant chacun des acides biliaires séparémment, on a déterminé les
valeurs optimales du voltage du céne pour LCA, DOCA, CDCA, CA, UDCA et
leurs conjugués glycine et taurine (Tableau V). Le voltage optimum se situe entre

50 et 70 V pour les acides biliaires analysés. La figure 6 représente un spectre de
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TABLEAU V. Optimisation du voltage du cone pour ’analyse des d’acides

biliaires en mode “Full Scan”

Acides Poids Cone Voltage
biliaires moléculaire V)
LCA 375.6 60
DOCA 3017 50
CDCA 391.7 70
CA 407.7 53
UDCA 391.7 60
GLCA 432.6 o5
GDOCA 448.7 50
GCDCA 448.7 35
GCA 464.7 50
GUDCA 448.7 50
TLCA 482.6 55
TDOCA 498.6 55
TCDCA 498.6 60
TCA 514.7 55

TUDCA 498.6 60




74

1004

[! '

432.712

375.600 391 625

/
407.7

1H“. 1 'I' !

482.639

448,678

498.667

51464

AV 4 n-..-. L

o

&

Quattro
Scan ES-

e o ey e rrer e e e s

300 320 340 360 380 400 420 440 460 430 500 520 £40 £50 520 600 620. 640 660 680 7O T20 740 760 78O 800
I

Figure 6. Le spectre de masse des acides biliaires (LCA, CDCA, CA, GLCA,
GCDCA, GCA, TLCA, TCDCA, TCA) obtenu par le MS-MS (mode "Full Scan")
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masse des acides biliaires libres et conjugués obtenu en mode "Full Scan". Ce
spectre est obtenu en injectant 10 ul d’un mélange fait de quantités égales des
acides biliaires suivants : LCA, CDCA, CA et leurs glyco-et tauroconjugués
respectifs. On peut facilement identifier le pic correspondant au piods moléculaire
de chaque acide biliaire. Le pic 375.6 correspond & LCA, les pics 391.7 et 407.7
correspondent au poids moléculaire de CDCA et CA respectivement. Les pics
432.6, 448.7 et 464.7 correspondent respectivement 3 GLCA, GCDCA et GCA et
finalement, les pics 482.6, 498.6 et 514.7 représenent TLCA, TCDCA et TCA
respectivement. Etant donné que le MS-MS utilisé n’est pas équipé d’une colonne
séparatrice, les acides biliaires ayant le méme poids moléculaire ne sont pas
séparés et il devient donc impossible de les différencier les uns des autres dans un
méme mélange. Le pic 391.7 représente DOCA, CDCA et UDCA. Le pic 448.7
représente GDOCA, GCDCA et GUDCA. Le pic 498.6 représente TDOCA,
TCDCA et TUDCA. Ainsi, en anlaysant le spectre de masse des acides biliaires
obtenu a partir d'un échantillon inconnu, on peut seulement confirmer la présence

des acides biliaires mono-, di-, et trihydroxylés.

4.1.2.2 Le "Daughter Scan"

Une fois qu’on a obtenu I’intensité la plus élevée de la masse moléculaire
de chaque acide biliaire, on a gardé le voltage du cone constant en appliquant une
certaine énergie de collision. A I’exception de LCA, CDCA et UDCA, tous les

autres acides biliaires analysés générent des ions filles spécifiques. Les ions filles
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caractéristiques de DOCA et CA sont respectivement 343.5 et 289.6. L’ion fille
caractéristique des glycoconjugués, l'ion 74, correspond au poids moléculaire de
la glycine, et l'ion fille des tauroconjugués est I'ion 124 correspondant au poids
moléculaire de la taurine. Les valeurs d’énergies de collision ainsi que 1’ion fille
généré pour chaque acide biliaire se trouvent dans le tableau VI. Les valeurs

optimales de 1'énergie de collision se situent entre 35 et 65 eV.

Tableau VI. L’ion fille caractéristique des acides biliaires obtenu par le

mode “Daughter Scan” de MS-MS

Acides biliaires Ion fille Energie de collision
(eV)
LCA Aucun ion spécifique -
DOCA 343.5 45
CDCA Aucun ion spécifique -
CA 289.6 50
UDCA Aucun ion spécifique -—-
GLCA 74 35
GDOCA 74 35
GCDCA 74 35
GCA 74 50
GUDCA 74 35
TLCA 124 60
TDOCA 124 )1
TCDCA 124 60
TCA 124 65

TUDCA 124 60
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La figure 7 est un exemple de spectre obtenu utilisant le mode "Daughter
Scan" de MS-MS. Dans le spectre (a), on a cherché I’ion fille de GCA , la glycine
(ion 74); dans le deuxiéme spectre (spectre b), on a demandé ’ion fille de TCA,
la taurine (ion 124). Les molécules parents, GCA et TCA sont fragmentés pour

générer les ions filles.

4.1.2.3 Le choix de I’étalon interne

Plusieurs molécules ont été essayées dans le but de trouver le meilleur
étalon interne (Tableau VII) pour la quantification des acides biliaires. Parmi ces
molécules, quelques-unes précipitent dans 1’eau et ne peuvent pas étre injectées
dans I’appareil (5B-cholestan 3B ol, 5a-cholestan 3B ol, Sa-cholestan 3 one, 5
cholesten-3 one). D’autres molécules ne produisent pas des ions filles spécifiques
et caractéristiques (5B-cholanique, 5B-cholanique 3a 0l-6 one, 5B-cholanique 3
one, 5B-cholanique 3a ol-7 one, acide hyocholique et acide hyodéoxycholique) et
d’autres générent des ions filles, mais dont Iintensité est trés faible (5B-
cholanique 3,7 dione, 5B-cholanique 70,1200 diol-3 one et acide
nordéoxycholique) et la quantification des acides biliaires devient alors difficile.
Le meilleur choix correspond au 5B-cholanique 3a,12a diol-7 one qui produit un

ion fille spécifique (123.2) et dont I’intensité est plus élevée comparativement a

celles des autres ions filles produits par les autres molécules analysées.
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Figure 7. L’ion fille de (a) GCA et (b) TCA obtenus par le mode "Daughter Scan"

de MS-MS



78

TABLEAU VII. Caractéristiques des différents composés dans le choix de

I'étalon interne pour la quantification des acides biliaires par le MS-MS

Etalon interne Poids Ion fille
moléculaire
58-cholanique 359.7 X
58 —cholanique 3a,01-6 389.8 X
one
58 — cholanique 30,1200 405.7 1252
diol-7 one
58 — cholanique 3,7 387.7 273.6 Intensité faible
dione
5B — cholanique 3 one 8737 X
5B — cholanique 3. 0l-7  389.7 X
one
58 — cholanique 7a,1200  405.7 289.36  Intensité faible
diol-3 one
Acide hyocholique 3013 X
Acide hyodéoxycholique 407.5 X
SB —cholestan 38 ol 388.7 Précipite dans I'eau
So-cholestan 3 1§ ol 388.7 Précipite dans I'eau
So.-cholestan 3 one 386.7 Précipite dans I'eau
Acide nordéoxycholique 377.8 328.5 Intensité faible
5 cholesten-3 one 391.6 Précipite dans I'eau

X: Absence de fragments caractéristiques
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4.1.2.4 Les courbes d’étalonnage

Les courbes d’étalonnage sont linéaires pour les 6 acides biliaires analysés
a des concentrations comprises entre 100 et 10000 ng/ml: TLCA et GLCA (figure

8a), TCDCA et GCDCA (figure 8b), TCA et GCA (figure 8c).

4.1.3 Analyse des acides biliaires par le chromatographe gazeuse couplé a

un spectrométre de masse (GC-MS)

4.1.3.1 Facteurs de correction de la réponse du détecteur pour les différents

acides biliaires en relation avec 1'étalon interne

Le facteur de correction est un rapport entre I* abondance de chaque acide
biliaire et celle de 1’étalon interne (5-cholanique). En moyenne, & des quantités
comprises entre 0.02 et 0.8 ng, ce rapport est de 0.27 pour LCA, 0.18 pour
DOCA, 0.11, 0.09 et 0.11 pour les acides biliaires CDCA, CA et UDCA
respectivement (tableau VIIT). Ces rapports différent d’un acide biliaire 4 un
autre, mais restent constants pour chaque acide biliaire donné a des quantités
comprises entre 0.02 et 0.80 g, alors qu’on a observé une grande variation 4 des
quantités supérieures a 0.80 pg. Il est donc nécessaire de diluer les échantillons, si
necessaire, afin d’avoir une quantité finale d’acides biliaires comprise entre 0.02

¢t 0.8 pg. Pour l'ensemble des acides biliaires analysés a des quantités comprises
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entre 0.02 et 0.8 pg, le coefficient de variation inter-jour se situe entre 0.00% et

12.50% et le coefficient de variation intra-jour se situe entre 3.53% et 14.66%.

TABLEAU VIII: Facteurs de corrction pour LCA, DOCA, CDCA, CA et
UDCA (moyenne+écart-type, n=3) obtenus par la méthode SIM de GC-MS

Quantité LCA DOCA CDCA CA UDCA
(ng)

0.02 027+0.01 [0.18+0.01 [0.110.00 [ 0.09+0.00 | 0.11 =0.00
0.04 0.27+0.02 | 0.18+0.00 | 0.12+ 0.01 | 0.09+0.01 | 0.11 +0.00
0.06 0.28+0.01 | 0.19+0.02 | 0.11£0.01 | 0.10+0.01 | 0.10 +0.01
0.08 0.27+0.00 | 0.18+0.01 | 0.12+0.02 | 0.10+0.00 | 0.10 + 0.01
0.16 0.25+0.01 | 0.17+0.01 | 0.11+0.00 | 0.08+0.01 | 0.11 +0.00
0.40 0.27+0.01 | 0.18+0.00 | 0.11+0.01 | 0.10+0.00 | 0.10 + 0.01
0.80 0.28+0.02 | 0.19+0.01 [ 0.11+0.01 | 0.10+0.01 | 0.09 + 0.01
1.00 0.75+0.01 | 0.89+0.02 | 0.53+0.03 | 0.32+0.03 | 0.53 +0.02
2.00 0.34+0.01 | 0.36+0.01 | 0.19+0.01 | 0.09+0.01 | 0.23 +0.01
3.00 0.3940.03 | 0.38+0.02 [ 0.22+0.01 | 0.10+0.01 | 0.22 +0.01
4.00 0.76+0.20 | 0.79+0.30 | 0.46 +0.16 | 0.22 £ 0.08 | 0.45+0.16
5.00 0.62+0.02 | 0.62+0.02 | 0.35+0.01 | 0.16+0.01 | 0.29 +0.02

4.2 Analyse des acides biliaires sériques des patients atteints de cirrhose

biliaire primitive avant et 6 mois aprés le traitement avec D’acide

ursodéoxycholique par le MS-MS et le GC-MS

La figure 9a représente le spectre de masse des acides biliaires retrouvés dans le

sérum du patient C prélevé avant I’administration de UDCA et la figure 9b

correspond au spectre de masse des acides biliaires retrouvé dans le sérum du
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méme patient aprés 6 mois de traitement. On n'a détecté aucun acide biliaire sous
forme libre dans ces spectres de masse, ainsi que dans les spectres de masses
obtenus a partir des sérums des autres patients. Tous les acides biliaires retrouvés

dans les sérums de ces 13 patients étaient conjugués a la glycine ou a la taurine.

L'utilisation du spectrometre de masse permet facilement détecter la
présence des acides biliaires dihydroxylés conjugués a la glycine (pic 448.6), les
dihydroxylés conjugués a la taurine (pic 498.6), ainsi que les trihydroxylés
conjugués a la glycine ou taurine (pics 464.7 et 514.7 respectivement). Les pic
correspondant aux acides biliaires monohydroxylés conjugués (432.6 et 482.6) ne
sont pas visibles sur ces spectres, a cause de la trés faible quantité des ces produits
dans les sérums. Toutefois, on pourrait facilement les identifier en demandant un
agrandissement des spectres. Le pic 405.5 correspond a l'étalon interne (5B-
cholanique 3a, 12a diol-7 one) ajouté dans le sérum. On n’a détecté aucun acide

biliaire anormal dans les sérums des patients prélevés avant et 6 mois aprés

I’administration de UDCA (figure 9a et 9b).
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Figure 9. Le specire de masse des acides biliaires du sérum du patient C, avant (a)
et 6 mois apres (b) I'administration de 'acide ursodéoxycholique, obtenus par le
mode de balayage du MS-MS
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Le tableau IX démontre la proportion des acides biliaires monohydroxylés,
dihydroxylés et trihydroxylés totaux (glycoconjugués + tauroconjugués)
retrouvées dans les sérums de 13 patients atteints de cirrhose biliaire primitive par
le MS-MS. En moyenne, avant le début du traitement, la propotion des
monohydroxylés est de 1.58% + 0.58, la proprtion des dihydroxylés est de
33.76% £ 17.72 et la proportion des trihydroxylés est de 64.66% =+ 17.87.
Lorsqu’on a analysé les sérums prélevés aprés 6 mois de traitement avec UDCA,
il n’y a pas eu de changement significatif dans la proportion des monohydroxylés
(2.11% = 0.79), la proportion des acides biliaires dihydroxylés a augmenté de
fagon significative a4 56.10% =+ 19.77, alors que la proportion des acides biliaires
trihydroxylés a baissé significativement a 41.79% + 19.67. En moyenne, la
quantité totale des acides biliaires avant le traitement est de 56.47 uM + 18.82 et

elle est de 53.54 pM + 32.95 suite a 'administration de I'acide ursodéoxycholique.



87

Tableau IX. Proportion des acides biliaires sériques de 13 patients atteints de

cirthose biliaire primitive avant (T0) et 6 mois aprés (T6) 1’administration de

’acide ursodéoxycholique, obtenue par le MS-MS

Patients Mono- Di- Tri- Total
hydroxylés hydroxylés | hydroxylés (uM)
(o) (%) (“o)
A-0 1.17 19.10 79.73 57.24
A-6 1.60 20.93 77.47 75.14
B-0 1.58 37.09 61.33 47.30
B-6 1.42 7291 25.67 55.33
C-0 1.75 19.20 79.05 68.96
C-6 2.24 42.07 55.69 33.02
D-0 1.18 36.03 62.79 46.44
D-6 1.14 64.73 34.13 39.23
E-0 2.25 20.33 77.42 36.85
E-6 3.79 63.15 33.06 46.29
F-0 1.33 57.28 41.39 77.89
F-6 1.50 80.55 17.95 152.00
G-0 1.93 77.90 20.17 52.18
G-6 1.70 83.00 15.30 41.63
H-0 1.96 34.20 63.84 87.29
H-6 2.84 66.82 30.34 43.53
I-0 1.05 34.21 64.74 73.54
I-6 2.75 52.00 45.25 54.02
J-0 2.94 37.92 59.14 55.88
J-6 1.34 70.13 28.53 29.09
K-0 1.12 14.89 83.99 31.97
K-6 2.70 47.08 50.22 42.83
L-0 1.42 3341 65.17 72.78
L-6 1.69 27.93 70.38 63.91
M-0 0.87 17.36 81.77 25.80
M-6 2.70 38.06 59.24 19.57
Moyenne + écart- | 1.58 +0.58 33.76 £ 64.66 + 5647+
type (T0) 17.72 17.87 18.82
Moyenne + écart-
type (T6) 2.11£0.79 56.10 41.79 + 53.54 +
19.77 19.67 32.95
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Le tableau X démontre le rapport glycine : taurine et les proportions des
acides biliaires conjugués a la glycine ou la taurine pour chaque patient obtenues
par le MS-MS. En moyenne, la proportion des glycoconjugués retrouvée dans le
sérum des patients avant I’administration de UDCA est de 51.07 % + 8.49 et la
proportion des acides biliaires conjugués a la taurine est de 48.93% + 8.49.
Suite a ’administration de UDCA, les glycoconjugués occupaient en moyenne
73.48% + 4.66 du total (augmentation significative) et la proportion des
tauroconjugués a diminué a 26.52% + 4.66 (diminution significative). Dans
I’ensemble, avant I’administration de I’acide ursodéoxycholique, la proportion des
glycoconjugués est légerement supérieure a celle des tauroconjugués (54.26% vs
45.74%); leur proportion devient beaucoup plus importante que celle des
tauroconjugués suite a I’administration de 1’acide ursodéoxycholique (73.48% vs
26.52%). En moyenne, il y a une augmentation significative du rapport
glycine:taurine sous traitement avec 1’acide ursodéoxycholique (1.11 + 0.36 vs

2.88 £ 0.69).
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Tableau X. Le rapport glycine/taurine des acides biliaires avant (T0) et 6 mois

apres (T6) le traitement avec ’acide ursodéoxycholique chez les 13 patients

obtenu par le MS-MS

Patients Glyco- Tauro- G/T
conjugués | conjugueés
(%) ()
A-0 55.76 44.24 1.26
A-6 68.46 31.54 2.17
B-0 54.71 57.29 1.21
B-6 70.12 29.88 2.35
C-0 51.16 48.84 1.05
C-6 71.77 28.23 2.54
D-0 40.57 59.43 0.68
D-6 71.17 28.83 2.47
E-0 36.99 63.01 0.59
E-6 76.60 23.40 3.27
F-0 52.00 48.00 1.08
F-6 75.59 24.41 3.10
G-0 57.09 4291 1.33
G-6 80.27 19.73 4.07
H-0 55.36 44.64 1.24
H-6 78.10 21.90 3.57
1-0 44.95 55.05 0.82
1-6 79.80 20.20 3.95
J-0 62.46 37.54 1.66
J-6 64.38 35.62 1.81
K-0 63.40 36.60 1.73
K-6 70.46 29.54 2.38
L-0 39.00 61.00 0.64
L-6 74.93 25.07 2.99
M-0 50.45 49.55 1.19
M-6 73.60 26.40 2.79
Moyenne * écart- 51.07+ 4893 + .11+
type (T0) 8.49 8.49 0.36
Moyenne * écart- 73.48 26.52 + 2.88 £
type (T6) 4.66 4.66 0.69
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Le tableau XI présente en moyenne les proportions des différents acides
biliaires glycoconjugués et tauroconjugués mesurées dans les sérums des 13
patients atteints de CBP avant et aprés 6 mois de traitement avec ['acide
ursodéoxycholique. Avant le traitement, la proportion des monohydroxylés
conjugués a la taurine est de 0.72% * 0.41 et il y a une augmentation légére, mais
non significative de leur proportion suite au traitement (1.01% % 0.52). La
proportions des dihydroxylés tauroconjugués a restée presque inchangée aprés le
traitement (12.37% =+ 5.69 vs 11.02% % 0.12). Les trihydroxylés tauroconjugués
occupaient 35.84% =+ 12.74 du pool total des acides biliaires avant 1'administration
de UDCA et il y a eu une diminution significative de leur proportion aprés le
traitement (14.49% + 10.47). La proportion des acides biliaires monohydroxylés
conjugués a la glycine n'a pas changé de fagon significative aprés le traitement
(0.86% + 0.66 vs 1.10 + 0.83). Il y a eu une augmentation significative de la
proportion des dihydroxylés conjugués a la glycine (21.39% + 16.45 vs 45.08% +
17.72). La proportion des acides biliaires trihydroxylés conjugués a la glycine a
restée presque inchangée aprés l'administration de UDCA (28.82% + 14.56 vs

27.30% + 13.36).
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Tableau XI. Proportions (moyenne + écart-type) des différents acides biliaires
conjugués avant (T0) et 6 mois aprés (T6) le traitement avec l'acide

ursodéoxycholique de 13 patients atteints de cirrhose biliaire primitive, mesurées

par le MS-MS

Acides biliaires Avant traitement (T0) Apreés traitement (T6)
(o) (“o)

Tauro-monohydroxylés | 0.72 +0.41 1.01 £0.52

Tauro-dihydroxylés 12.37 £5.69 1T +£0.12

Tauro-trihydroxylés 35.84+12.74 14.49 £ 10.47

Glyco- monohydroxylés | 0.86 + 0.66 1.10 £ 0.83

Glyco- dihydroxylés 21.39+16.45 45.08 £17.72

Glyco- trihydroxylés 28.82 + 14.56 27.30 £ 13.36

Les tableaux XIla et XIIb comparent le profil des acides biliaires sériques

de 7 des 13 patients analysé par le GC-MS et le MS-MS. Le tableau Xlla
démontre la proportion des acides biliaires mono-, di-, et trihydroxylés retrouvés
avant et aprés 6 mois de traitement dans les sérums de 7 des 13 patients analysés
par le GC-MS. On a calculé le pourcentage de LCA (monohydroxyl¢), DOCA,
CDCA et UDCA (dihydroxylés) et CA (trihydroxylé) dans les sérums prélevés
avant et 6 mois apres le traitement avec 1’acide ursodéoxycholique. En moyenne,
la proportion des acides biliaires monohydroxylés avant 1’administration de
UDCA est de 1.30% + 0.71 et elle a restée presque inchangée sous le traitement

(2.00% + 0.92). Avant le traitement, les acides biliaires dihydroxylés occupaient

21.76% = 10.78 du total des acides biliaires alors qu’il y a eu une augmentation



92

Tableau XIlIa. Proportion des acides biliaires sériques de 7 patients atteints de
cirrthose biliaire primitive avant (TO) et 6 mois aprés (T6) 1’administration de

I"acide ursodéoxycholique, mesurée par le GC-MS

Patients Mono- Di- Tri- Total %
hydroxylés hydroxylés | hydroxylés | (uM) UDCA
(%) (o) (%)
A-0 1.72 21.10 77.18 124.55 0.00
A-6 1.46 15.71 8§2.83 142.75 6.12
B-0 0.98 3244 66.58 67.13 0.00
B-6 B2 . 79.05 19.83 43.91 33.10
C-0 1.08 11.37 87.55 207.95 0.00
C-6 1.77 28.04 68.62 269.93 17.20
H-0 1.54 25.33 73.13 156.24 0.00
H-6 3.45 52.23 44.32 234.75 46.67
K-0 2.55 38.20 59.25 85.07 0.00
K-6 1.91 54.69 43.40 113.89 37.26
L-0 0.90 11.90 87.20 204.80 0.00
L-6 1.21 47.39 5140 181.64 30.73
M-0 0.33 12.01 87.66 114.15 0.00
M-6 3.08 48.29 48.63 105.56 40.21
Moyenne | 1.30+0.71 21.76+ 76.94+ 121.13+ | 0.00
técart- 10.78 1131 72.83
type (T0)
Moyenne | 2.00+0.92 46.49+ 51.30+ 156.06+ | 30.18+
+écart- 20.22 20.00 78.42 14.02
type (T6)
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significative dans leur proportion (46.49% = 20.22) aprés 6 mois de traitement. La
proportion des trihydroxylés était de 76.94% + 11.31 avant le traitement et elle a
baissé a 51.30% + 20.00 (significative). La proportion de UDCA retrouvée dans
les sérums prélevés 6 mois apres I’administration de UDCA de ces 7 patients est
en moyenne 30.18% =+ 14.02, variant entre 6.12% et 46.67%. 2 patients ont

seulement un taux d’'UDCA égal ou légérement supérieur a 40% dans leur sérum

(patients H et M).

Le tableau XIIb représente la proportion des différents acides biliaires
retrouvés dans les sérums de ces 7 patients, prélevés avant et aprés traitement
avec l'acide ursodéoxycholique, mesurées par le MS-MS. En comparant les
données des tableaux Xlla et XIIb, il n'y a pas de différences significatives dans le
profil des acides biliaires sériques des 7 patients obtenu par les deux méthodes

d'analyse, le GC-MS et le MS-MS.

La quantité totale (uM) des acides biliaires sériques des patients avant et
apres le traitement a été aussi calculée par le MS-MS et le GC-MS (Tableaux
Xlla et XIIb). I1 y a une différence significative dans les résultats obtenus par les
deux méthodes. Les valeurs obtenues par le GC-MS sont beaucoup plus élevée
que ceux obtenues par le MS-MS. En moyenne, la quantité totale d’acides
biliaires obtenues par MS-MS est de 55.91 uM =+ 22.34 avant le traitement et elle

est de 47.67 uM £ 18.71 aprés l'administration de l'acide ursodéoxycholique.

Avec le GC-MS, la quantité totale d’acides biliaires est de 121.13 uM + 72.83
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(TO) et 156.06 pM + 78.42 (T6). Ainsi, la quantification des acides biliaires par le

MS-MS n'a pas pu étre validde.

Tableau XIIb. Proportion des acides biliaires sériques de 7 patients atteints de
cirrhose biliaire primitive avant (TO) et 6 mois apres (T6) l'administration de

l'acide ursodéoxycholique, mesurée par le MS-MS

Patients Mono- Di- Tri- Total
hydroxylés hydroxylés | hyd roxylés | (nM)
() (%) (%)
A-0 1.17 19.10 1973 57.24
A-6 1.60 20.93 77.47 75.14
B-0 1.58 37.08 61.33 47.30
B-6 1.42 72.91 20.67 55.33
C-0 1.75 19:26) 79.05 68.96
C-6 2.24 42.07 54.69 33.02
H-0 1.96 34.20 63.84 87.29
H-6 2.84 66.82 30.34 43.53
K-0 112 14.89 83.99 31.97
K-6 2.70 47.08 49.22 42.83
L-0 1.42 33.41 65.17 72.78
L-6 1.69 26.93 70.38 63.91
M-0 0.87 17.36 81.77 25.80
M-6 2.70 38.06 59.24 19.97
Moyenne | 141+ 0.38 2503+ 73.55¢ 35.91%
técart- 9.40 9.65 22.34
type (T0)
Moyenne | 2.17+0.82 46.89+ 50.51+ 47.67+
técart- 17.03 17.38 18.71
type (T6)
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5 DISCUSSION ET CONCLUSION

5.1 Extraction et purification des acides biliaires par les cartouches C;g

Les acides biliaires jouent un rdle important dans la régulation du niveau de
cholestérol corporel et facilitent I'éxcrétion des lipides par leur action détergent.
Chez I'homme, les acides biliaires sont concentrés surtout dans le vésicule biliaire
a des concentrations millimolaires, alors que la concentration des acides biliaires
dans le sérum d'un sujet normal est environ mille fois moindre dfi & la clairance
hépatique. Le profil des acides biliaires est trés important dans le criblage et le
diagnostic des maladies hépatiques. Dans les maladies hépatobiliaires et
intestinales, la synthése hépatique, la clairance des acides biliaires ainsi que leur
absorption intestinale deviennet anormales et on observe souvent une élevation de

leurs concentrations sériques, urinaires et fécales.

L'analyse des acides biliaires dans les milieux biologiques demeure toujours
une tdche trés difficile principalement & cause de leur nature trés complexe
(différentes formes et structures) et aussi, a cause de leur faible quantité dans les
fluides biologiques tels le sérum et l'urine. Il devient donc nécessaire d’avoir des
techniques d’extraction qui permettent d’éliminer les molécules de poids
moléculaires semblables a ceux des acides biliaires et de concentrer les

échantillons avant d'étre analysés.
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Les méthodes d'extraction et purification des acides biliaires ont évolué
de fagon considérable. Les cartouches Cig ont été introduites par Shackleton et
Whitney (Shackleton et Whitney, 1980) ainsi que par Goto et Nambara (Goto et
Nambara, 1991). Ils sont utilisé couremment dans l'analyse de plusieurs composés
lipophiliques et amphipatiques endogenes et exogénes. 1.’adsorption des acides
biliaires sur les cartouches octadécylsilane C;g a fait I'objet des études par Setchell
et collaborateurs (Setchell et Worthington, 1982; Setchell et Matsui, 1983;
Sjovall et Setchell, 1988; Rodrigues et Setchell, 1996). Dans notre étude, on a
d'abord essay¢ de valider l'efficacité de ces cartouches dans l'extraction des acides
biliaires. Lorsque les acides biliaires sont simplement dilués dans 1'eau, le taux
d'extraction se situe entre 87.6% et 94.5%, avec le taux le plus faible pour I’acide
biliaire hydrophobe, LCA, et la valeur la plus élevée pour ’acide biliaire
hydrophile, CA. Le taux d'extraction des acides biliaires a été aussi déterminé
plus loin dans I'étude a I'aide du MS-MS, lorsqu'ils étaient dilués dans du sérum et
le taux de récupération était supérieur a 88.35%. 11 s'agit d'une méthode facile et
rapide qui permet d'éliminer l'excés du cholestérol et de concentrer davantage les
acides biliaires sériques des milieux biologiques (sérum, urine, bile) en quelques

minutes.

5.2 Identification et caractérisation des acides biliaires par le MS-MS

Le développment de méthodes sensibles et précises a été le sujet de

plusieurs études qui, au cours des années, ont permit d'améliorer des méthodes
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déja existantes. Plusieurs méthodes sont utilisés dans l'analyse des acides biliaires:
méthodes enzymatiques, chromatographie sur couches minces, chromatographie
gazeuse, chromatographie a haute performance et chromatographie gazeuse
couplée a un spectromeétre de masse (Scalia, 1995; Roda et al., 1997; Batta et
Salen, 1999). Cependant toutes ces méthodes différent entre elles au niveau de
leur spécificité, sensibilité et simplicité. Le GC-MS a contribué plus que toute
autre méthode a 1'élucidation de la structure des acides biliaires présents dans les
fluides biologiques. Les spectres de masse des acides biliaires obtenus par cette
technique ont été bien documentés (Sjovall et al., 1971; Miyazaki et al., 1974;
Elliot, 1980). Le GC-MS est considéré présentement la méthode de référence dans

l'analyse des acides biliaires (Mannes et al., 1987; Roda et al., 1988)

Dans notre étude, on a voulu valider une nouvelle technique analytique, le
spectrométre de masse en tandem (MS-MS), pour I’identification et la
quantification des acides biliaires. Les acides biliaires libres et conjugués sont
détectés selon leur poids moléculaire. Cependant, comme mentionné avant, en
absence d'une colonne de séparation, on obtient un seul pic pour les acides
biliaires ayant le méme poids moléculaire et il est impossible de les différencier
les uns des autres dans le méme mélange. Ainsi, en utilisant le mode de balayage,
on peut seulement confirmer la présence des acides biliaires mono-, di- ou
trihydroxylés en général. L'avantage de I'utilisation du MS-MS dans
l'identification des acides biliaires est sa rapidité lorsqu'on veut identifier les

différents acides biliaires dans un mélange inconnu. Cette méthode demande trés
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peu de préparation préalable des é&chantillons avant leur injection,
comparativement au GC-MS qui demande des étapes de préparations longues et
laborieuse pour rendre les molécules volatiles avant leur injection dans l'appareil.
De plus, le spectrométre de masse en tandem permet d'obtenir des informations
complémentaires a ceux obtenus par le GC-MS. Avec le GC-MS, les acides
biliaires sont dérivatisés et déconjugués et le spectre de masse contient seulement
les acides biliaires a I'état libre. Par ailleurs, avec le MS-MS, on peut mesurer
directement les conjuguPar ailleurs, avec le MS-MS, on peut mesurer directement
les conjugués glycine et taurine des acides biliaires sans hydrolyse des conjugués
ni préparation de dérivés volatils. Cependant, jusqu'a présent, il n'y a pas d'études
qui ont été effectuées sur la quantification des acides biliaires par le MS-MS. On a
tenté de quantifier les acides biliaires sériques des patients par cette nouvelle
technique. Malgré€ le fait que le profil des acides biliaires des patients obtenu par
le MS-MS et le GC-MS soit comparable, on obtient des quantités beaucoup plus
élevées avec le GC-MS, qui a servi de méthode de référence dans l'analyse des

acides biliaires.

5.3 Analyse des acides biliaires sériques des patients atteints de cirrhose
biliaire primitive traités avec I'acide ursodéoxycholique par le MS-MS

et le GC-MS

Les acides biliaires étant de puissants détergents induisent des lésions au

niveau des cellules hépatiques (nécrose hépatocytaire, puis fibrose). Ce sont ces
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lésions qui conduisent progressivement a un cirrhose biliaire et qui sont
responsables des complications de la maladie. Dans les conditions physiologiques
normales, les monohydroxylés occupent environ 12% du pool total des acides
biliaires, les acides biliaires dihydroxylés et trihydroxylés en occupent
respectivement 73% et 15% (Mannes et al., 1987). L'accumulation hépatique des
acides biliaires hydrophobes semble jouer un rble central dans les dommages
hépatiques cholestatiques (Greim et al., 1972; Attili et al., 1986; Hofmann, 1990;
Schmucker et al., 1990). Certaines études ont démontré que les niveaux
hépatiques des acides biliaires dihydroxylés hydrophobes, le CDCA et le DOCA,
sont en corrélation avec le degré des dommages hépatiques (Greim et al., 1972;

Schmucker et al., 1990).

L'acide ursodéoxycholique, un acide biliaire dihydroxylé, est largement
utilis¢ aujaurd'hui dans le traitement des maladies cholestatiques chroniques
apportant une amélioration cliniques, biologiques et histopathologiques avec peu
d'effets secondaires. Les premiers effets bénéfiques de cet acide biliaire sur les
tests hépatiques ont été publiés dans les années 1980 (Leuschner et al., 1985;
Poupon et al., 1987; Leuschner et al., 1989). Ces effets bénéfiques ont déja été
observé par les Japonais (Mijayi et al., 1976). Le mécanisme d'action d'acide
ursodéoxycholique demeure obscur. Selon plusieurs études, lorsque UDCA est
administré a une dose de 13-15 mg/kg/j chez les patients atteints de maladies
hépatiques cholestatiques, il devient le sel biliaire principal dans le sérume et dans

la bile et se substitue progressivement aux autres acides biliaires physiologiques,



100

le cholate, le chénodéoxycholate et le déoxycholate (Batta et al., 1989; Eusafzai et
al., 1991; Mazella et al., 1991) pour occuper environ 40-60% du pool total des
acides biliaires, sans un changement significatif dans la concentration totale des
acides biliaires sériques (Poupon et al., 1987; Chrétien et al., 1989; Stiehl et al.,

1990; Crosignani et al., 1991; Beuers et al., 1992).

Notre étude a confirmé que 1'administration orale de I'ursodéoxycholique
aux patients atteints de CBP induit un changement au niveau du profil des acides
biliaires en circulation, avec une augmentation significative de la proportion des
acides biliaires dihydroxylés, avec une augmentation de la proportion des
glycoconjugués et une diminution significative des acides biliaires trihydroxylés,
avec une diminution des tauroconjugués. Ces changements ont été aussi observés
par Stiehl et al., dans une étude effectué chez 29 patients atteints de CBP (Stiehl
et al., 1990). Cependant, parmis les 7 sérums analysés par le GC-MS, chez
seulement deux patients, UDCA occupait plus de 40% du total des acides biliaires
sériques. La majorité des études ont démontré une diminution du pool des deux
acides biliaires primaires endogénes, CA et CDCA (Roda et al., 1979; Lee et al.,
1981; Nilsell et al., 1983) suite a l'administration de UDCA. Chrétien et al.
(Chrétien et al., 1989) ont suggéré que l'augmentation des conjugués de UDCA
et la diminution des acides biliaires primaires impliqueraient une inhibition
compétitive pour 1'absorption iléale entre les conjugués de UDCA et les conjugés
de CDCA et de CA. L'absence de changement dans la proportion de LCA dans le

sérum des patients dans cette étude peut suggérer que 1'équilibre entre le taux de
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formation et l'absorption intestinales d'un part et le taux d'extraction hépatique

d'autre part n'a pas été affecté par UDCA.

Dans cette étude, on a aussi voulu vérifier 'hypothése selon laquelle la
présence d'acides biliaires anormaux dans les sérums analysés, pourrait
possiblement avoir un lien avec l'inefficacité du traitement chez ces patients en
particulier. Toutefois, on n'a observé aucun acide biliaire anormal dans les
spectres de masse de chacun obtenu par le MS-MS. On ne connait pas encore la
cause du prurit; il ne semble pas étre en relation avec le niveau d’acides biliaires
au niveau de la peau ou du sérum (Ghent et al., 1977; 1978). D'autres études ont
démontré que le prurit porrait étre médié par les neurotransmetteurs du systéme
opioide (Thornton et Losowsky, 1988; Bergassa, 1993). Certaines études ont
montré que ’acide ursodéoxycholique est moins efficace dans les stades plus
avancés de la maladie ou I’état des patients s’est détérioré (Matsuzaki et al., 1990;

Perdigoto et al., 1992; Combes et al., 1993).

Des ¢tudes récentes ont démontré que la bilirubine est le paramétre le plus
important dans le pronostic des maladies hépatiques (Dickson et al., 1989;
Bonnand, 1998). Lorsque la bilirubine est supérieure & 100 umol/l, I'espérence de
vie est souvent inférieur 4 deux ans et une transplantation hépatique doit étre
proposée (Erlinger, 1991). Les patients qui avaient normalisé sous traitement leur
niveau de bilirubine avaient une meilleure amélioration clinique. Dans une autre

étude effectuée par Jorgenson et al., ils ont démontré que les patients qui avaient
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normalisé les épreuves hépatiques a la suite du traitement avaient initialement des
niveaux plus faibles de bilirubine (Jorgenson et al., 1995). Dans I’ensemble, chez
nos patients, le niveau des tests biochimiques (aprés traitement) est demeuré
beaucoup plus élevé que le niveau normal, contrairement aux études effectuées
par d'autres chercheurs (Poupon et al., 1987; Dickson et al., 1989; Christensen et
al., 1993) ou des améliorations significatives de la phosphatase alcaline, d’ALT,
d’AST et de y-GT sont généralement observées suite & I'administration de 1’acide
ursodéoxycholique. L’amélioration de ces paramétres s’observe normalement
apres les premiers mois et atteint un plateau aprés 3 a 6 mois de traitement

(Matsuzaki et al, 1990).

En conclusion, la séparation et ’identification des acides biliaires se font
présentement par des méthodes chromatographiques qui sont plus ou moins
laborieuses. Le MS-MS est une nouvelle technique analytique prometteuse qui
combine des étapes préanalytiques simples, sensibilité élevée, résolution efficace
et faible limite de détection. Avec cette technique, on peut réaliser des analyses
qualitatives des acides biliaires a partir des échantillons de sérum. Cependant,
cette méthode ne semble pas valable pour la quantification des acides biliaires.
Des études plus poussées seraient nécessaires pour améliorer la technique dans la
quantification des acides biliaires. Par ailleurs, pour des études détaillées sur le
profil des acides biliaires et de leurs conjugués, la combinaison de MS-MS et de

GC-MS semble étre la solution la plus efficace.
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L’acide ursodéoxycholique a été utilisé avec des résultats trés prometteurs
pour la cirrhose biliaire primitive. Il pourrait ralentir I’évolution et éviter, ou tout
au moins retarder, le recours a la transplantation. Les mécanismes par lesquels
’acide ursodéoxycholique améliore les indices biochimiques et morphologiques
demeurent toujours mal compris. Des études plus poussées sur les mécanismes
d’action ainsi que les effets de ’acide ursodéoxycholique sont nécessaires afin de
fournir plus d’informations sur la survie a long terme des patients et comprendre

pourquoi il n'y a pas d'amélioration clinique chez certains.
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