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Sommaire

La formation des calculs biliaires est principalement dﬁe a la précipitation des cristaux de
cholestérol de la bile sursaturée en cholestérol et a la présence des agents pro- ou
antinucléants. De plus, il est établi que la génétique et la diéte contribuent grandement a ce
phénoméne. La supplémentation de la diéte en phosphatidylcholine (PC) améliore la
formation de la bile en augmentant le transport maximal des acides biliaires et la sécrétion des
lipides biliaires. Les phospholipides sont importants pour maintenir la solubilité du
cholestérol dans la bile et le tiers de la PC biliaire origine de la PC de la diéte. L’objectif de
cette étude est de tester 1’effet d’une supplémentation de la diéte en PC sur I'incidence des
calculs biliaires de cholestérol. Pour ce faire, des souris C57BL/6J, génétiquement
susceptibles & la formation des calculs biliaires de cholestérol lorsque nourries avec une diete
lithogénique (contenant 1% de cholestérol et 0,5% d’acide cholique), ont été utilisées. Un
premier groupe a regu la diéte lithogénique et un second groupe la diéte lithogénique enrichie
a2 ou6% en PC.

Les résultats oﬁt montré que la supplémentation en PC & 2% retarde la formation de calculs
biliaires de cholestérol. Ceci a été associé avec une réduction de I’indice de saturation en
cholestérol et avec une augmentation significative de la concentration de la protéine
antinucléante hépatique (APF). Cependant, ’augmentation de la supplémentation a 6% en
PC, prévient complétement la formation de calculs biliaires de cholestérol et ceci par une
réduction significative de I'indice de saturation de la bile hépatique en cholestérol et par
I’augmentation significative du flux biliaire et de la sécrétion biliaire des acides biliaires et

des phospholipides.



iii

En conclusion, la supplémentation en PC a un effet bénéfique sur la prévention de la
formation des calculs biliaires- de cholestérol chez les souris génétiquement

susceptibles 4 la lithiase cholesférolique.
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1. Revue de bibliographie
1.1. Composition de la bile

La bile est une solution aqueuse composée d’environ 95% d’eau et 5% de matiére
solide. Dans la fraction solide, on retrouve 67% d’acides biliaires (AB), 22% de
phospholipides (PL), 4% de cholestérol (CH), 4,5% de protéines et 0,3% de pigments
biliaires. De plus, des acides aminés, des hormones, des vitamines ainsi que des
électrolytes 5’y retrouvent en traces. (Carey et Duane, 1994). Les AB, les PL, le CH et

les protéines vont étre discutés en détails.

1.1.1. Acides biliaires
1.1.1.1.  Structure et biosynthése

La majorité des AB comporte 24 carbones. Les AB sont constitués d’un noyau
stéroidien, site d’hydroxylations successives et d’une chaine aliphatique latérale de
longueur variable se terminant par un acideA carboxylique. Ils sont synthétisés
exclusivement par le foie a I;artir du CH via une cascade impliquant au moins 15
enzymes. Deux voies de biosynthése distinctes ont €t décrites; la voie classique et la
voie alternative qui aboutissent a la formation de deux principaux AB (primaires) soit
I’acide cholique (trihydroxylé) (CA) et I'acide chénodéoxycholique (dihydroxylé)

(CDC) (Vlahcevic, 1999).

1.1.1.2.  Conjugaison

Apreés leur synthése, les AB sont soit, conjugués a la glycine ou a la taurine et ceci en

grande proportion soit, conjugués en faible quantité a un acide glucuronique, un sulfate,



un glucose ou un N-acétyl-glucosamine pour former des dérivés estérifiés (Hofmann,
1994). La conjugaison permet aux AB de rester en solution en les rendant plus
hydrophiles; celle-ci est nécessaire a leur transport et leur sécrétion (Balisteri et al,

1983).

1.1.1.3.  Cycle entérohépatique

Au niveau intestinal, 95% des AB sont réabsorbés pour retourner, via la veine porte, au
foie ot ils sont & nouveau sécrétés dans la bile pour suivre un cycle entérohépatique.
Les AB non réabsorbés (200 4 500 mg/jour) parviennent au niveau du cblon ou ils
pourront étre déconjugués puis déhydroxylés (7-alpha- déhydroxylation ) par les
bactéries intestinales pour former des acides biliaires secondaires. Ainsi, ['acide
déoxycholique (dihydroxylé) (DOC) est I’AB secondaire dérivé du CA, les acides
lithocholique (monohydroxylé) (LCA) et ursodéoxycholique (dihydroxyl¢) (Urso) sont

dérivés du CDC (Carey et Duane, 1994).

1.1.1.4. Captation et transport intracellulaire des acides biliaires

La captation des AB par les hépatocytes est médiée par un systéme dépendant du
sodium, la NTCP (Na'-taurocholate-cotransporting protein) (Meier et al, 1997) et par
un systtme indépendant du sodium, le OATP-1 (organic anion-transporting
polypeptide-1) (Dumont et a/, 1997). Lantcp et I’oatpl sont localisés exclusivement a
la membrane sinusoidale. Une fois Captés, les AB doivent étre transportés pour
atteindre la membrane canaliculaire. Le processus précis de ce transport intracellulaire
estinconnu. Cependant, deux voies différentes de transport sont postulées. La premiére
propose la diffusion cytosolique en association avec des protéines de liaison

intracellulaire (Stolz et al, 1987). La protéine de liaison cystosolique majeure est



I’oxidoréductase, un membre de la superfamille Aldo-Keto reductase (Takikawa et al,
1986). La deuxiéme voie de transport suggérée implique les vésicules intracellulaires

(Erlinger, 1996).

1.1.1.5.  Sécrétion des acides biliaires

Des études fonctionnelles ont révélé la présence de 2 systémes dépendant d’ATP
(adénosine triphosphate) impliqués dans le transport des AB localisés dans la membrane
canaliculaire (Wolkoff et al, 1998; Konig et al, 1999). La SPGP (sister p-glycoprotein)
qui constitue le systéme de transport majeur est un membre de la super famille ABC
(ATP-binding cassette) (Childs et al, 1995a). La protéine MRP2 (multidrug resistance
protein) a été identifiée comme transporteur d’une grande variété d’AB conjugues
(Paulusma et al, 1997). T outefois, Ortiz et al (1999), ont rapporté I'identification d’un
qutre membre de la famille des MRP, le MRP3. Celui-ci semble médier le transport

des AB qui ont une faible affinité pour le transporteur majeur.

1.1.1.6.  Propriétés physicochimiques

Les AB sont des lipides polaires et amphiphiliques qui possédent une partie hydrophobe
(le noyau stéroidien) et une partie hydrophile & cause des groupements hydroxyles. Ce
caractére amphiphilique leur confére la propriété de s’assembler en micelles. En milieu
acqueux, les AB, & faible concentration, existent a I'état de monomeres et au-dessus
d’une concentration dite concentration micellaire critique, ils forment des micelles
simples (primaires). Les AB ont un réle physiologique important. En effet, ils
constituent de puissants détergents naturels capables de solubiliser et de faciliter
I’absorption intestinale des lipides alimentaires et peuvent également incorporer

d’autres types de molécules hydrophobes (CH, PL et acides gras) sous forme de



micelles mixtes. Ils permettent également la sécrétion biliaire du CH endogéne ou
exogéne, sous forme de CH libre ou apreés transformation en AB (Carey et Duane,

1994).

1.1.2. Les phospholipides

1.1.2.1. Distribution des phospholipides

Le principal PL biliaire est la phosphatidylcholine (PC ou 1écithine) (environ 95%).
Plus particuliérement la 1-palmityl,-2-linoléyl- (16 :0-18 : 2) et la 1-palmitoyl,-2-oléoyl-
(16 :0-18 :0) Sn-glycérophosphocholines. D’autres PL se trouvant également dans la
bile en faibles quantités sont la  phosphatidyléthanolamine (PE), la
lysophosphatidylcholine (LysoPC), la sphingomyéline et la phosphatidylsérine (Robins

etal, 1991).

1.1.2.2.  Origines et biosynthése de la phosphatidylcholine

Dans I'organisme, les PC ont diverses origines : la synthese de novo, alimentaire et
biliaire. La source majeure des PL biliaires est le pool préformé (microsomial et
extrahépatique) (Chanussot et al, 1990). En fait, Portal et al. (1993) ont démontré que la
contribution du pool extrahépatique constitué principalement des lipoprotéines HDL
(High Density Lipoprotein) s éléve a4 38% et celle du pool intrahépatique microsomial a
44% et que, par contre, la synthése de novo ne contribue qu’a 14% pour la principale

voie de biosynthése & partir de la CDP-choline, appelée la voie de Kennedy (Kennedy et



Weiss, 1956) et de 1 & 4% pour la voie de méthylation de PE en PC décrite par Bremer

et Greenberg (1961).
1.1.2.3.  Absorption de la phosphatidylcholine

La PC apportée soit par I’alimentation ou par la bile est absorbée au niveau du
duodénum. Il a été démontré que l’administratioh de 1a PC par voie orale augmente la
sécrétion de la PC biliaire sans affecter leur composition en acides gras (Rioux et al,
1988). De plus, le flux biliaire est augmenté significativement et ceci est associé a
’augmentation du taux de sécrétion des AB, des PL et du CH dans la bile (Rioux et al,

1994).

La PC alimentaire est métabolisée en LysoPC, en acides gras et en choline (Rioux et al,
1994). Cependant, des études ont démontré qu’une partie de la PC peut échapper a
I’hydrolyse pendant la digestion et étre incorporée sans altération dans le foie avec des
petites quantités sécrétéesvdans la bile (Paul et al, 1978). De plus, il a éte suggéré que la
PC hydrolysée en choline est transférée de I’intestin vers les HDL plasmat:lques

(Martins et al, 1989).
1.1.2.4. Sécrétion des phospholipides

La sécrétion des PL est complexe car elle implique celle des AB (Cronholm et al, 1983)
et la solubilisation ultérieure des PL de la membrane canaliculaire par les AB. Plusieurs
étapes dans ce processus n’ont pas €te identifides et le mécanisme par lequel les AB

extraient les PL de la membrane sans ’endommager est inconnu (Oude Eferink et



Groen, 1999). Toutefois, un autre membre de la famille ABC, le MDR2 (multidrug
resistance protein p-glycoprotein), a été démontré comme étant un transporteur des PL
d’un cbté 4 Pautre de la membrane canaliculaire (Van Nieuwerk et al, 1997). La
nécessité de cette étape a été démontrée avec I’absence de la sécrétion des PL chez les

souris qui sont mdr2 -/- (Van Nieuwerk et al, 1997).

1.1.2.5. Roles des phospholipides

La sécrétion biliaire des PL est cruciale pour la protection des cellules le long de I’arbre
biliaire de 1’action détérgente des AB. Ces cellules sont continuellement exposées aux
AB durant la sécrétion biliaire du site de formation jusqu’au duodénum (Benedetti et a/,
1997). Ce rdle a été mis en évidence par les études qui ont démontre, chez les souris
mdr2 -/-, que I’absence de PL dans la bile cause des dommages aux cellules biliaires
ductulaires (Smit et aZ, 1993). Un deuxiéme role important de la sécrétion biliaire des
PL est la solubilisation du CH, prévenant probablement sa cristallisation et la formation

de calculs biliaires de CH (Ronald et al, 1999).

1.1.3. Le cholestérol
1.1.3.1.  Sources et biosynthése du cholestérol

La plus grande partie du CH biliaire provient surtout du CH des HDL (Botham et
Bravo, 1995). D’autres sources sont la biosynthése de novo a partir de Iacétate
(cascade de plus que 15 étapes enzymatiques) ou du stockage intra-hépatique du CH

estérifié.



1.1.3.2. Elimination du cholestérol

La seule voie significative d’élimination du CH est sa sécrétion dans la bile que ce soit

directement ou aprés transformation en AB.

1.1.3.3. Solubilisation du cholestérol

Le CH étant insoluble dans I’eau, il est solubilisé par les PL et ensemble ils forment des
vésicules (fig.1). Ces vésicules sont solubilisées par la suite par les AB pour former des
micelles mixtes (Strasberg et Harvey, 1990).

Le CH peut étre également solubilisé mais a un degré moindre par des micelles simples
d’AB (Carey et al, 1981). Finalement, les apolipoprotéines biliaires, comme les AB,
ont le pouvoir d’interagir avec la lécithine et solubiliser le CH dans leur noyau
hydrophobe (Kibe et al, 1984).  Chez certains sujets, on a rapporté que plus que la
moitié du CH était solubilisée dans des complexes lipoprotéiques dépourvus

complétement d’AB (Pattinson, 1985).

1.1.3.4. Sécrétion du cholestérol

La sécrétion du CH est la moins connue de celles des constituants biliaires. Plusieurs
études ont démontré que la sécrétion de la PC et celle du CH sont couplées (Oude
Elferink et al, 1996). L’observation que les souris ,knockout'" du géne mdr2, ne
sécrétent ni PL ni CH, confirme cette affirmation (Smit et al, 1993). Cependant, chez
les souris hétérozygotes mdr2, la diminution de 40% de la sécrétion des PL est

accompagnée d’une sécrétion normale de CH (Oude Elferink et al, 1995). Ceci



démontre que I’absence de la sécrétion de PL est le défaut principal causé par la
perturbation du géne mdr2, tandis que I’absence de la sécrétion de CH est secondaire

(Oude Eferink et Groen, 1999).

1l a été également démontré que chez les souris mdr2 -/-, la sécrétion de CH pourrait
atre induite par 1’augmentation de I’hydrophobicité du “"pool” des AB (Oude Elferink
et al, 1996). Donc, la capacité réduite des souris “knockout'" du géne mdr2 a sécréter le
CH pourrait étre éxpliquée par le fait que les micelles simples d’AB ont moins d’affinité

pour le CH que les micelles mixtes qui contiennent des PL (Carey et Small, 1978a).
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1.1.4. Les protéines

Plusieurs protéines sont présentes dans la bile des mammiféres ‘et leur concentration
varie selon I’espéce. D’autres protéines d’érigine plasmatique contribuent en grande
partie, ’albumine est la protéine la plus abondante, les autres sont les IgA, IgG et I'02-
macroglobuline. Hauton et a/ (1982) ont mis en évidence une association entre les
lipides et les protéines biliaires sous forme d’un complexe lipoprotéique (BLC) (Bile
Lipoprotein Complex). Ce complexe comporte 1" APF (Anionic Polypeptide Fraction).
L’APF est une petite protéine hydrophobe de 7,5 KD. Elle est la 3% protéine en
abondance dans la bile humaine (Domingo et al, 1993). L’APF associée aux PL
pourrait jouer un réle dans le transport du CH libre, dans son trajet plasmatique (APF
étant une apoprotéine mineure des HDL), dans sa captation par les membranes et dans
sa sécrétion dans la bile (Martigne et al/, 1988). Les autres protéines, d’origine

sécrétoire, sont représentées par les mucoprotéines et sont composées d’une chaine

polypeptidique et de polysaccharides.
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1.2. La Lithiase biliaire

La lithiase biliaire est la maladie la plus commune du tractus biliaire. C’est une série
d’étapes complexes qui résulte en la précipitation des substances insolubles tels que le
CH, les pigments biliaires et les sels de calcium, quand leur concentration excede la
capacité des AB 4 les solubiliser (Donovan, 1999). Les calculs biliaires se forment dans

’arbre biliaire mais surtout dans la vésicule biliaire.

1.2.1. Types et composition des calculs biliaires

a) Cholestérol : contient d’une fagon prédominante des cristaux de CH a
I’état pur ou aggloméré a une matrice de mucine (Trotman et al, 1974).

b) Pigment noir : contient des sels de calcium de bilirubine non conjuguée, du
carbonate de calcium et du phosphate de calcium. La présence de ce dernier
composé rend le calcul plus opaque (Malet et al, 1984).

c) Pigment brun : c’est le résultat de la dégradation bactérienne des produits de
lipides biliaires, sels de calcium, des acides gras et de bilirubine non conjuguée

(Cetta, 1986).

1.2.2. Prévalence

A chaque année, plus qu’un million de personnes seront diagnostiguées comme
présentant des calculs biliaires. Ils vont s’ajouter aux 20 millions d’Américains déja
diagnostiqués (Everhart et al, 1999). 80% des calculs biliaires chez les occidentaux

sont composés de CH.
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1.3.  La lithiase cholestérolique

1.3.1. Facteurs de risque

Plusieurs facteurs aménent & la production de la bile qui contient un excés de CH.

1.3.1.1. Les estrogénes

Les estrogénes endogénes ( retrouvées en plus grande quantité durant la puberté ou la
grossesse) ou exogeénes (contraceptifs oraux ou thérapie hormonale) diminuent la
synthése des AB (Tritapeppe et al, 1976) et augmentent la capture des LDL (Low
Density Lipoprotein). Ceci a comme conséquence d’augmenter la saturation biliaire en

CH en stimulant la sécrétion hépatique du celui-ci (Everson et a/, 1991).

1.3.1.2. La grossesse

La grossesse est une période a haut risque parce que I’estrogéne induit I’hypersécrétion
du CH et la progestérone diminue le pool des AB (Everson, 1992) et la motilit¢ de la

vésicule biliaire (Everson, 1993).

1.3.1.3. L’obésité et la perte rapide de poids

La lithiase cholestérolique est augmentée de 3 & 4 fois chez les obéses comparativement

aux sujets normaux (Bennion et Grundy, 1975). L’activité de la HMG-COA réductase

chez les obéses est augmentée ce qui induit ’augmentation de la synthése du CH
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(Angelin et al, 1982). Egalement, durant un régime sévére, la lithogéniciteé de la bile est

glevée car le corps métabolise trop de gras et ainsi le foie sécréte plus de CH dans la bile

(Everhart, 1993).
1.3.1.4. L’age

Les personnes agées de plus que 60 ans sont plus & risque car avec 1’4ge, Iactivité de la
cholestérol 7 a-hydroxylase responsable de la conversion du CH en AB, diminue

causant ainsi une augmentation de la saturation de la bile en CH (Einarsson et a/, 1985).
1.3.1.5. L’hypomotilité intestinale

Un lent transit intestinal permet au cblon d’absorber en quantités excessives des AB
toxiques tel que le DOC. Quand ce dernier est retrouvé au foie, il augmente la sécrétion
du CH dans la bile tandis qu’au niveau de la vésicule biliaire, il augmente la

cristallisation du CH (Dowling et al, 1997).
1.3.1.6. La diéte

La majorité du CH est synthétisée de maniére endogéne. Le CH alimentaire, quant a
lui, a un effet limité sur la saturation biliaire en CH (Donovan, 1999). Une étude
réalisée par Nervi et a/ (1989) chez les chiliens, indique qu’une diéte riche en légumes
peut affecter le métabolisme hépatique des lipides et des lipoprotéines. Ceci induit un
changement dans la composition biliaire et une réduction en PL biliaires et produit ainsi

une augmentation de la saturation en CH de la bile .
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1.3.1.7. L’hyperlipidémie

L’hyperlipidémie induit une augmentation de la synthése du CH, une malabsorption des
AB et une diminution du pool d’AB a cause de la diminution du cycle entérohépatique

(Einarsson et a/, 1975; Duane, 1995).

1.3.1.8. Le risque génétique

La prévalence de la lithiase cholestérolique varie largement d’une population a ’autre.
Elle est basse chez les populations Asiatique et Africaine (<5%), intermédiaire chez les
populations d’Europe et d’Amérique du nord (10 & 30%) et est élevée chez les
premiéres nations (30 a 70%) (Carey et O’Donovan, 1984). L’exposition aux
conditions de la période glaciale dont la privation de nourriture favorisant la séléction
des geénes thrifty est 'hypothése retenue expliquant la prédisposition glevée de ces
populations & la lithiase biliaire, au diabéte et & I’obésité dans des conditions
d’abondance calorique (Lowenfels, 1988). Le risque génétique est aussi supporte par le
fait que la présence d’une prédisposition familiale a été démontrée (Sarin et al, 1995) et

par I’identification de genes lithogéniques chez la souris (Khanuja et al, 1995).
1.3.1.9. Les médicaments altérant ’homéostasie du cholestérol
Les dérivés de I’acide fibrique qui diminuent le taux du CH plasmatique augmenteraient

le taux du CH sécrété dans la bile. Les inhibiteurs de I’HMG-CoA réductase (I'enzyme

clé de la biosynthése du CH) diminuent la captation par les récepteurs des LDL et
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augmentent ainsi le pool hépatique du CH libre et la saturation biliaire en CH

(Donovan, 1999).

1.3.1.10. Le jeiine

Le jeline diminue la motilit¢ de la vésicule biliaire causant une augmentation de la
concentration en CH dans la bile. Egalement, pendant une période de jefine, la bile
devient sursaturée en CH parce que la quantité d’AB produite par le foie est minime et

par conséquent leur sécrétion (N orthfield et Hofmann, 1975).
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1.3.2. Modéles animaux

Plusieurs modeles animaux ont été utilisés pour étudier la lithiase biliaire. Ceux-ci

incluent le hamster, le lapin, la souris, le chien de prairie et 1”écureuil.
1.3.2.1. Le hamster

Dam et Christensen (1952) ont été les premiers & découvrir que le hamster Syrien
produisait réguliérement des calculs biliaires lorsqu’il est nourri avec une dicte
spécifique. Cette diete est dépourvue d’acides gras polyinsaturés parce que leur
présence contrecarre la formation des calculs biliaires de CH (Dam et Christensen,
1961a). Elle est aussi riche en glucose (74,3%) qui est facilement absorbable. Le
glucose est le composant majeur et essentiel de la diéte car si on le remplace par un
autre sucre, la capacité de la diéte a induire la formation des calculs biliaires de CH est
presque complétement perdue (Dam et Christensen, 1961b). Cette diéte induit une
sursaturation de la bile en CH aprés quelques jours de traitement et la formation de
calculs biliaires de CH chez plus que 80% des animaux aprés 6 & 12 semaines .de ce
régime (Chijiiwa, 1990; Hayes et al, 1992a). Malheureusement, la mortalité est tres
gélevée (50%) et la plupart des animaux qui survivent sont trés malades, atteints de
diahrrée, d’ulcéres réctaux et de cirrhose (Hayes et a/, 1992b). Sur la base de plusieurs
études, Dam et a/ (1974), ont conclu que la diminution de la biosyntheése du CH est le
moyen principal pour protéger les hamsters alimentés avec cette diéte, contre la

formation des calculs biliaires de CH.
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1.3.2.2. Le lapin

Le deuxiéme modéle animal proposé durant les années 50 a été le lapin. Bevans et
Mosbach (1956) ont induit la lithiase biliaire chez des lapins en ajoutant du cholestanol
a leur diete commerciale tandis que Borgman (1965) I’a induit en utilisant une dicte
composée de 40% de protéines et 20% d’acide oléique. Les calculs biliaires formés
| dans les 2 cas étaient similaires sauf que le contenu en CH ne constituait qu'un quart du

poids sec des calculs (Van der Linden, 1972).
1.3.2.3. La souris

Chez la souris, la susceptibilité¢ génétique & la lithiase cholestérolique est un trait
dominant conféré par les génes Lith. Un géne majeur nommeé Lithl a été identifié sur le
chromosome 2 (Khanuja et a/, 1995). 1l a été démontré que chez ces souris susceptibles
génétiquement lorsqu’elles sont nourries avec une diéte lithogénique (LG) contenant
15% de gras laitier, 1% de CH et 0,5% CA, la formation des calculs biliaires de CH est
caractérisée par une sursaturation marquée de la bile en CH et une cristallisation rapide

de celui-ci (Wang et al/, 1997a).

La découverte de ce modéle remonte a 1964 quand Tepperman et a/, en étudiant chez la
souris, I’effet d’une diéte athérogénique sur le taux du CH plasmatique, ont observé une
augmentation de I’incidence de formation de calculs biliaires. Ils ont également observé
que la diéte constituée de 1% de CH n’induisait pas la formation de calculs biliaires de
CH. Ceci indique un rdle essentiel de CA dans le modéle de lithiase cholestérique chez

la souris. Le role de CA n’était toutefois pas encore élucidé jusqu’a ce que Wang et a/
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(1999a) aient tenté de déterminer son réle chez la souris C57BL/6 nourrie avec la diéte
LG. IIs ont conclu qu’aprés son absorption et sa conjugaison hépatique avec la taurine,
CA est une composante critique de la didte LG car il augmente [’absorption intestinale
du CH, contribuant ainsi aux taux élevés de la sécrétion du CH en perturbant la
conversion catabolique du CH en AB. Le CA promouvoit également la formation des

cristaux monohydrates de CH.

Il existe 3 différentes souches de souris selon leur susceptibilité génétique a la lithiase
cholestérolique; une souche hautement susceptible (100% ont développé des calculs
biliaires) telles les C57L, SWR et A . Les souches C57BL/6, C3H et SJL ont une
susceptibilité¢ intermédiaire (20 a 40%) et finalement SM, AKR et DBA/2 sont les

souches résistantes (0%) (Khanuja et a/, 1995).

La souris est un excellent modéle pour I’étude de la lithiase cholestérolique chez
’homme car en se basant sur les études selon la race, selon la famille et sur les
Jjumeaux, il semble que la susceptibilité de 'homme 4 la lithiase cholestérolique soit

souvent d’origine génétique (Paigen et Carey, 1;999).
1.3.2.4. Le chien de prairie

Ce modele a été initialement décrit par 1’équipe de Brenneman (1972). La formation
des calculs biliaires de CH est induite chez les animaux soumis 4 une diéte riche en
blanc d’ceuf. L’ajout de 1,25% de CH 4 cette diéte de base entraine la sursaturation de
la bile en CH dans un intervalle de 5-8 jours (Cohen et al, 1991; O’leary et al, 1991) et

la formation des calculs biliaires de CH aprés 2 semaines chez la plupart des animaux
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(Strichartz et al, 1989; Afdhal et al, 1993). Parmi les caractéristiques de ce modéle, on
note la similarité entre la bile et la composition des lipides biliaires du chien de prairie

et celle de ’humain (Van der Linden et Bergman, 1977; Lamont et a/, 1984).

1.3.2.5. L’écureuil

Dans les années 80, I’équipe de Davison (1982) et celle de Fridhandler (1983) ont
utilisé des écureuils (Spermophilus richardsonii) comme modele de lithiase
cholestérolique. Lorsque ces animaux ont été soumis a la diéte commerciale ‘purina
chow’ enrichie de CH (1%), la saturation de la bile en CH a été atteinte aprés 2
semaines tandis que les calculs biliaires de CH ne sont apparus qu’aprés 6 mois de

traitement (Macpherson et a/, 1987).
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1.3.3. Etapes de Ia formation des calculs biliaires de cholestérol

1.3.3.1. Sursaturation de la bile en cholestérol

La sursaturation biliaire en CH est un pré-requis essentiel a la formation des calculs de
CH dans la bile. Elle se produit quand la concentration en CH excéde la capacité de
solubilisation des lipides biliaires. Théoriquement, il exsite au moins 3 défauts (Ito et
al, 1996) qui peuvent mener a la sursaturation en CH:

a) Une hypersécrétion de CH avec une sécrétion normale d’AB.

b) Une sécrétion normale de CH avec une hyposécrétion d’AB.

c) Une hypersécrétion de CH avec une hyposécrétion d’AB.

L’hypersécrétion de CH avec une sécrétion normale d’AB semble étre 1’anomalie
dominante dans la lithiase cholestérolique (Hay et Carey, 1990).

Des études préliminaires ont suggéré que plusieurs facteurs pourraient participer a
Phypersécrétion biliaire du CH durant la formation des calculs biliaires de CH chez les
souris génétiquement susceptibles, nourries avec la diéte LG et ceci comparativement
aux souris résistantes. Par exemple, I’augmentation de ’efficacité de I’absorption du
CH (Wang et a/, 1998), I’absence de la régulation a la baisse de PTHMG-COA réductase
donc une influence de la synthése de novo du CH (Lammert et al, 1999), la régulation &
la hausse du récepteur des HDL, le Sr-bl (class B Scavenger receptor) (Fuchs et al,
1998a). Malgré le fait que ces facteurs constituent des sources considérables de CH,
leur genes ne se situent pas sur le chromosome 2 (Welch et al, 1996) donc ils ne sont
pas des candidats pour Lith1 contrairement & ce que 1’on considérait auparavant. Des
études récentes suggérent que les génes Lith pourraient encoder des transporteurs de

lipides de la membrane canaliculaire & la bile hépatique. Megalin glycoprotein 330
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(Gp330) (Xia et al, 1993), un membre de la famille des génes Ldir (LDL receptor)
tranporteur du CH 4 la bile hépatique ou Spgp (Lammert et a/, 1997), un membre de la
famille des génes Mdr (Childs et al, 1995b) responsable du transport des AB, tous deux
se situant sur le chromosome 2 (Khanuja et a/, 1995) pourraient étre les génes candidats
pour Lithl. Les phénotypes de Lithl suggérent que ces génes sont des facteurs
déterminant de I’augmentation de la sécrétion des lipides biliaires, ceci en favorisant

I’hypersécrétion du CH disproportionnellement a la PC et aux AB (Wang et a/, 1999b).
1.3.3.1.1. L’indice de saturation en cholestérol

L’indice de saturation en CH d’un échantillon de bile est le ratio de la quantité du CH
présent sur la quantité maximale soluble du CH (cette derniére est calculée grace a une
formule dérivée d’une table qui tient compte de la concentration totale des lipides
biliaires et du ratio des PL sur la somme des PL et CH). La bile qui a un indice de
saturation égal a4 1 est saturée, celle qui a moins que 1 est non saturée et celle qui a plus
>que 1 est sursaturée. L’indice de saturation peut étre également exprimé comme un

pourcentage de saturation (Carey, 1978b).

1.3.3.1.2. Formation des cristaux de cholestérol

Dans la bile, dépendant des concentrations relatives des AB, des PL et du CH, ces
composantes lipidiques biliaires majeures interagissent pour former différents micelles
biliaires (Donovan et Carey, 1990). Ces micelles mixtes permettent au CH qui est trés
hydrophobe d’étre transporté dans la bile (Cohen et a/, 1993) en étant incorporé dans le

noyau hydrophobe et maintenu dans un état thermodynamique stable (Mazer et al/,
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1980; Halpern et a/, 1986). Quand la bile est sursaturée en CH, des vésicules sont
formées et plus de PL sont requis pour la conversion des vésicules en micelles mixtes.
Conséquemment, les vésicules résiduelles deviennent plus riches en CH (Nishioka et a/,
1999). Ces vésicules riches en CH sont thermodynamiquement instables et peuvent

s’aggréger permettant aussi la formation des cristaux de CH (Sherlock et Dooley, 1997).

1.3.3.1.3. Diagramme de phase ternaire

La solubilisation du CH dépend uniquement des proportions relatives des AB, des PL et
du CH. Ce concept peut étre illustré avec le diagramme de phase ternaire (fig.2), ou
chaque pourcentage des moles totales des AB, lécithine et CH dans la bile occupe un
des 3 axes. Le diagramme de phase ternaire montre les phases physiques du CH. La
phase 1 est la zone micellaire ou se forme exclusivement une solution isotrope
micellaire. La phase 2 est la phase micellaire saturée ou 4 des concentrations de CH un
peu plus élevées, les micelles saturés et les cristaux de CH peuvent co-exister en
équilibre. Si le CH est présent en exces, les micelles saturés cohabitent avec les cristaux
et les cristaux liquides saturés, c’est la phase 3. La ligne délimitant la phase 1
représente la limite de la solubilité du CH. La précipitation du CH se produit dans les
échantillons de bile dont la composition biliaire dépasse cette limite. Si la composition
de la bile tombe en-dessous de cette limite, la formation des calculs biliaires de CHn’a
pas lieu. Ce principe physico-chimique est conforme avec I’observation que tous les
patients avec calculs biliaires ont une composition biliaire dans la vésicule au-dessus de
cette limite. Cependant, les sujets ayant une composition biliaire au-dessus de la limite
de solubilité du CH ne développent pas nécessairement des calculs biliaires de CH. La

raison est que le CH peut étre retenu dans un état métastable dans la bile. Dans cette
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zone, les vésicules de la lécithine et du CH solubilisent le CH (Carey et Cohen, 1987;
Lee et al, 1987). Chez ces patients, le CH est maintenu en état de solution métastable
pour des jours voir des semaines, assez longtemps pour permettre 1’évacuation de la

vésicule biliaire (Duane, 1993).
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Fig. 2. Diagramme de phase ternaire. A) Dépendemment de la composition lipidique
de la bile, le cholestérol est présent & I’équilibre en micelles, en cristaux liquides ou
solides. B) Les zones des compositions lipidiques trouvées chez les sujets normaux et
lithiasiques avec une présentation de la zone métastable (Adapté d’aprés Hay et Carey,

1990. Tiré de Marks et Schoenfield, 1993).
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1.3.3.2. La nucléation du cholestérol

La nucléation du CH est une étape cruciale dans le processus de la formation des calculs
biliaires de CH. Des études in vitro et in vivo démontrent que la nucléation du CH
intervient principalement aprés [’agrégation et la fusion des vésicules riches en CH en
vésicules larges multilamellaires (Holzbach et a/, 1987; Luk et al, 1998).

Les observations relatant que plus que la moitié des sujets témoins ont une bile
sursaturée en CH (Small, 1980) et que la nucléation a lieu plus rapidement dans la bile
vésiculaire des patients évec des calculs biliaires de CH que chez les témoins (Holan et
al, 1979; Gollish et al/, 1983) suggérent que d’autres facteurs tels les protéines biliaires
ayant des fonctions inhibitrices ou promotrices pourraient avoir un role dans le
processus de la cristallisation du CH et dans la formation des calculs biliaires (Holzbach
et al, 1984; Groen et al, 1990). En d’autres termes, méme si la bile est saturée en CH
chez des témoins, un équilibre est maintenu entre les promoteurs et les inhibiteurs de
nucléation. Chez les sujets lithiasiques, les promoteurs de nucléation prédominent ce
qui entraine la précipitation des cristaux de CH de la bile saturée (Marks et Schoenfield,

1993).

1.3.3.2.1. Promoteurs de nucléation

Les protéines pro-nucléantes favorisent la cristallisation du CH en accélérant
I’agrégation et la fusion des vésicules riches en CH. Les protéines pro-nucléantes de la
bile sont la mucine, 1’aminopeptidase-N, 1’acide o-glycoprotéine, I’immunoglobuline

(Ig G) et la phospholipase C (Donovan, 1999).
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1.3.3.2.1.1. La boue biliaire

La boue biliaire est composée d’un mélange de 1écithine et de cristaux liquides de CH,
de cristaux de CH et de granules de bilirubinate de calcium enrobés dans une matrice de
gel de mucine (Lee et Nicholls, 1986 et 1988).

La mucine est la composante majeure de la boue biliaire. On a proposé 2 rdles a la
mucine : soit un agent de nucléation du CH ou un agent permettant un échafaudage pour
les cristaux durant la croissance des calculs biliaires de CH (Smith et Lamont, 1985a).
La mucine étant composée de 75% d’hydrates de carbone et de 25% de peptides, le
domaine carbohydrate (avide d’eau) serait responsable de la formation du gel visqueux
tandis que la partie peptidique lierait avec ses sites hydrophobes des molécules non-
polaires tels que le CH et la bilirubine (Smith et Lamont, 1984). Le complexe
hydrophobe résultant fournit une surface de nucléation des cristaux de CH et une

matrice pour la croissance des calculs biliaires de CH (Smith et Lamont, 1985b).

1.3.3.2.2. Inhibiteurs de nucléation

Il a été démontré que I’ APF a un effet opposé sur la cristallisation du CH. Sa présence
en concentration physiologique (1mg/ml) dans la bile artificelle entraine la persistance
des vésicules sursaturées en CH, inhibant ainsi la formation des cristaux de CH
(Konikoff et al, 1997).

D’autres protéines telles que les apolipoprotéines Al et A2 sont également capables de

prolonger in vitro le temps de nucléation de CH (Kibe et al, 1984).
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1.3.3.2.3. Role des acides biliaires dans la nucléation du cholestérol

Récemment, il a été démontré que I’addition des AB aux vésicules de CH isolées des
biles artificielles sursaturées en CH induisait la formation d’une variété de cristaux de
CH. Les AB plus hydrophobes induisaient plus de cristallisation du CH que les AB
plus hydrophiles (DOC>CDC>CA>TCA) (Stolk et al, 1994). De plus, la bile des
patients lithiasiques contient une plus grande proportion d’AB hydrophobes que celle de
témoins (Heuman et al, 1980). Le mécanisme par lequel les AB influenceraient la
nucléation du CH serait probablement la modulation du ratio (CH/PL) vésiculaire. Les
AB plus hydrophobes augmentent ce ratio lorsqu’ils sont ajoutés aux biles artificielles

(Van Erpecum et al, 1995).

1.3.3.2.4. Réle de la phosphatidylcholine dans la nucléation du cholestérol

Halpern et al. (1993) ont observé que I’addition de la lécithine synthétique en quantité
croissante dans la bile artificielle augmentait progressivement le temps de nucléation (le
temps requis pour que les cristaux de CH soient observés en microscope et avait une
grande influence sur la distribution du CH entre les vésicules et les micelles et entrainait
une diminution progressive du ratio CH/PL dans les vésicules résiduelles. Ils ont
¢galement observé que le temps de nucléation a été considérablement prolongé (jusqu’a
20 jours) quand les 2 acides gras de la PC étaient saturés (1’acide palmitique en position
sn-1 et I’acide stéarique en position sn-2) par rapport a la PC mono-saturée (I’acide

palmitique en position sn-1 et 1’acide arachidonique en position sn-2) ou le temps de
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nucléation a été prolongé jusqu’a 5 jours. Jungest et al. (1993) ont rapporté des
résultats similaires mais sachant que la PC bi-saturée, utilisée précédement, n’est pas

présente physiologiquement, ils ont effectué des études additionnelles avec la bile
humaine recueillie aprés cholecystéctomie, en y ajoutant de la PC extraite de la vésicule
biliaire. Ils ont rapporté, en plus des résultats précédents, que 1’addition de la PC

diminuait I'indice de saturation de CH de 0,1 4 0,3.

1.3.3.3. Croissance des calculs biliaires

Les calculs biliaires de CH peuvent étre solitaires ou multiples (Montet, 1991). Les
calculs solitaires sont de grande taille et composés & 99% de CH pur. Ils ont une forme
sphérique ou ovoide et sont de structure rayonnante. Les calculs multiples sont petits,
nombreux, composés & 82% de CH et sont colorés en brun par les pigments biliaires. Ils
ressemblent aux calculs solitaires par leur forme mais différent par leur composition.
Dans ce type de calcul, la croissance des cristaux de cholestérol se fait en association
avec d’autres molécules insolubles qui pourraient agir comme un nid de croissance,
telles que la bilirubinate de calcium, les mucopolysaccharides (mucine), les protéines
et/ou les sels de métaux lourds (Ca, Mg, Cu, Su).

L’APF ‘et la protéine liant le calcium, CBP (Calcium Binding Protein), sont 2 petites
protéines amphiphiliques qui sont présentes dans la bile normale et lithogénique et dans
tous les types de calculs biliaires (Ostrow, 1992; Domingo et al, 1993). CBP lie le
calcium et favorise la précipitation des sels de calcium s’il est li¢ & la mucine (Afdhal et

al, 1995). L’APF retrouvée dans les calculs biliaires de CH est localisée uniquement
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dans les régions pigmentées entre la matrice de mucine et les dépdts de sels de calcium

et des pigments biliaires (Lechéne et al, 1996).
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1.4. Roles de la vésicule biliaire dans la lithiase cholestérolique
1.4.1. Role absorbant

Le transport actif de NaCl par I’épithélium de la vésicule est la force motrice de la
concentration de la bile. Deux tiers du transport de Na” & I'intérieur de la cellule est dGie
a I’échange apical de Na” contre le H'. L’eau est absorbée passivement en réponse & la
force osmotique générée par I'absorption du soluté et par la chute de 1 activité
osmotique de la bile luminale die 4 la neutralisation de HCO;' par la sécrétion de H

(Moore et Hofman, 1993).
1.4.1.1. Absorption des acides biliaires et des lipides biliaires

L’absorption des AB et des lipides biliaires (PL et CH) par la muqueuse de la vésicule
biliaire peut significativement altérer la composition de la bile (Corradini et al, 1998a).
En fait, un changement majAeur dans la composition biliaire lipidique pourrait
considérablement affecter 1’équilibre micellaire du cholestérol et la formation des
calculs biliaires de CH (Corradini et a/, 1998b).

1l a été récemment démontré que 1’absorption des PC et du CH est plus élevée dans la
vésicule des sujets témoins que dans la vésicule de ceux ayant des calculs biliaires,

tandis que I’absorption des AB est moins affectée (Corradini et aZ, 2000).
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1.4.2. Role sécrétoire

L’épithélium de la vésicule sécréte des ions H' responsables de Iacidification de la bile
vésiculaire (Ulissi et al, 1992). Des protéines ayant des propriétés pro- ou anti-

nucléantes sont également sécrétées par la vésicule (Heuman et al, 1996).

1.4.2.1. Hypersécrétion de la mucine

L hypersécrétion de la mucine est une conséquence directe de la sursaturation de la bile
en CH et de I’augmentation des concentrations du DOC et de I'acide arachidonique
(Marks et al, 1991), le CH étant un stimulant de la synthése et de la sécrétion de la
mucine (Lee et al, 1981). De méme, ’hydrolyse des lécithines porteuses d’un acide
arachidonique par la phospholipase A; donne un précurseur de la synthése des
prostaglandines. Ces demniéres sont des précurseurs puissants de la sécrétion de mucine

(Lamont et a/, 1983).

1.4.3. Réle moteur

Pendant un repas, la vésicule se contracte et vide la bile dans I’intestin pour la digestion.
La motilité de la vésicule est cruciale pour prévenir la formation des calculs biliaires car
la rétention du CH favorise la nucléation du CH et la croissance des calculs, ces derniers
deviennent tellement gros qu’il est impossible de les évacuer par le canal cholédoque

(Heuman et al, 1996).
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1.4.3.1. Hypomotilité de la vésicule biliaire

L’hypomotilité de la vésicule biliaire est une conséquence directe de la bile sursaturée
en CH. Cette derniére inhibe la contractilité de la vésicule probablement a cause de
I’augmentation en contenu de CH des membranes cellulaires (Yu et al, 1996).

Les conséquences de ce phénomeéne sont les suivantes :

Premiérememt, le temps de résidence de la bile dans la vésicule augmente ce qui permet
a la nucléation de CH d’avoir lieu. Deuxiémement, une fraction importante de la bile
nouvellement syhthétisée est dérivée directement vers les intestins ou elle sera
métabolisée par les bactéries. Troisiémement, la sursaturation en CH et I’augmentation

du taux de DOC, augmentent la sécrétion de mucine (Cooper, 1999).
1.4.4. Réle de synthése

Les taux de synthése et d’estérification de CH dans la vésicule différent de ceux trouves
dans le foie. L’activité de 1’enzyme hydroxymethylglutaryl-coenzyme A, responsable
de la régulation de la synthése de CH est plus basse ezt I’activité de I’enzyme ACAT qui
catalyse 1estérification de CH est plus élevée dans la vésicule que dans le foie (Sahlin
et al,1992). Aucune altération dans le métabolisme du CH qui pourrait altérer le
contenu et la saturation de la bile en cholestérol n’a été détectée dans I’épithélium de la

vésicule biliaire chez les patients avec des calculs biliaires.
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1.5. Raéle des intestins dans la lithiase cholestérolique

1.5.1. Métabolisme intestinal des acides biliaires

Le fait qu'une grande proportion de la bile se dirige vers les intestins au lieu de rester
dans la vésicule, augmente I’exposition des AB aux bactéries intestinales. Ces dernieres
vont déconjuguer et déhydroxyler les AB primaires donnant naissance ainsi, a des AB
secondaires plus hydrophobes (Berr et al/, 1992).

Des études réalisées sur des patients avec des calculs biliaires de CH ont démontré une
corrélation positive entre le taux de DOC et I'indice de saturation en CH ou la vitesse de
cristallisation du CH (Hussaini et a, 1995). Plusieurs mécanismes pourraient expliquer
Peffet du DOC sur la formation de la bile lithogénique et des calculs biliaires.
Premiérement, le DOC ralentit le transit intestinal favorisant ainsi I absorption
intestinale du CH et exergant un "feedback" positif sur sa propre formation.
Deuxiémement, le DOC augmente la sécrétion biliaire du CH par son effet détérgent sur
la membrane canaliculaire de I’hépatocyte, cette derniére contenant une large quantité
de CH. Troisiémement, le DOC favorise la cristallisation du CH en déstabilisant les

vésicules riches en CH (Van Epercum et Van Berge-Henegouwen, 1999).
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1.6. Traitement médical de la lithiase cholestérolique
1.6.1. Cholécystéctomie

La premiére cholécystéctomie a été réalisée par Langenbuch en 1880 (Traversol, 1976).
L’opération consiste en I’ablation de la vésicule biliaire. La cholecystéctomie
laparoscopique est réussie chez 95% des patients. Pour le reste, ’opération doit-étre
convertie 4 une cholécystéctomie par laparotomie (Cox et al,b 1993). Dané ce cas, le
taux de mortalité est de 0,03% chez les patients 4gés de moins que 65 ans et de 0,5%

chez ceux 4gés de plus que 65 ans ( Roslyn et al, 1993).
1.6.2. Dissolution des calculs biliaires
1.6.2.1. Thérapie avec les acides biliaires oraux

Suite & I’observation que des patients avec des calculs biliaires ont un pool d’AB ﬁéduit,
Vlahcevic et al (19705, ont proposé que I’administration par voie orale des AB pourrait
augmenter leur pool et stimuler leur sécrétion et celle de la Iécithine, ce qui par
conséquent augmenterait la capacité de la bile a solubiliser le CH et pourrait permettre

la dissolutions des calculs biliaires.

Thistle et Schoenfield (1971), ont démontré que I’administration du CDC diminuait la
saturation de la bile en CH. Ensuite, Danzinger et a/ (1972 et 1973) et Thistle et
Hofmann (1973) ont démontré que I’administration & long terme du CDC conduisait

dans certains cas a la dissolution des calculs biliaires.
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Ce n’est pas tous les AB qui sont efficaces, CA et DOC sont inefficaces dans la
réduction de la saturation de la bile en CH et la dissolution des calculs biliaires de CH
malgré le fait que in vitro ces AB ont pu dissoudre les calculs biliaires (La Russo et al;

1975, 1977).

Le mécanisme par lequel CDC diminue la saturation de la bile en CH est attribuable a la
réduction de la sécrétion de CH dans la bile (Nilsell et a/,1983; Von Bergmann et al,
1984; Fromm, 1986). CDC semble également diminuer Iactivité¢ de FHMG-CoA
réductase (Ahlberg et a/, 1981). Par contre, CA augmente la sécrétion de CH dans la
bile et par conséquent n’affecte pas la saturation de la bile en CH malgré le fait qu’il

augmente d’une fagon marquante le ‘pool’ des AB (Einarsson et Grundy, 1980).

En 1975, Makino et al, ont rapporté que 1’Urso, I’épimére 7 B de CDC, est également
efficace dans la dissolution des calculs biliaires. Le mécanisme d’action d’Urso differe
de celui de CDC. Urso n’inhibe pas la synthése de CH ou des AB (Angelin et al, 1983,
Heuma;n et al, 1988) majs‘ il peut réduire I’absorption intestinale de CH (Hardison et
Grundy, 1984) et solubiliser le CH en formant sur la surface; du calcul biliaire, une
phase cristalline liquide de CH, qui contient également de la lécithine. Ces cristaux
liquides peuvent se séparer et devenir suspendus dans la bile pour étre par la suite

évacués de la vésicule biliaire (Igimi et Carey, 1981).
1.6.2.1.1. Efficacité

Une compléte dissolution des calculs biliaires est atteinte avec des doses optimales de

CDC (15 mg/kg/jour pour 1 & 3 ans) chez 20 a 40% des patients. De plus, une
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dissolution partielle est observée a la méme fréquence (Roda et al, 1982; Erlinger et a/,
1984).

L’Urso est I'AB le plus utilisé de nos jours pour la dissolution des calculs biliaires par
voie orale. Son efficacité est similaire & celle de CDC seul ou en combinaison CDC-
Urso (Podda et al, 1989 ; Sackmann et al, 1991). Pendant les premiers mois de thérapie,
Urso a une dose de 8 a 10 mg/kg/jour, peut dissoudre les calculs biliaires plus

rapidement que CDC (Fromm et Malavoti, 1992a; Jazrawi et a/, 1992).
1.6.2.1.2. Effets secondaires

La rare utilisation de CDC est dlie a ses effets secondaires significatifs. La toxicité
potentielle de CDC est diie & son métabolite, le LCA qui est hépatotoxique dans
plusieurs espéces animales (Palmer, 1976).  Presque 15 a 30 % des patients qui
I'utilisent présentent une augmentation de 2 & 3 fois du taux d’aminotransférases

sériques (Fromm et a/, 1983).

L’ utilisation d’Urso 4 long terme est plus avantageuse que celle de CDC car Urso ne
semble pas causer d’augmentation dans le taux de CH sérique (Fromm, 1984) et semble
étre moins toxique pour la muqueuse intestinale que le CDC (Lillemeo et al, 1983).
Une complication fréquente de I’utilisation d’Urso est la calcification de la surface des
calculs biliaires. L’incidence est moins que 5% mais quand cela se produit, la
dissolution ne peut plus avoir lieu (Bateson et al, 1981). Finalement, Urso peut

rarement causer la diarrhée (Lefkof et al, 1986).
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1.6.2.1.3. Récurrence des calculs biliaires

Chez 10 & 20% des patients, les calculs biliaires reapparaissent pendant les 2 a 3
premiéres années aprés 'interruption de la thérapie (Fromm et Malavoti, 1992b).
Méme les patients qui étaient maintenus en thérapie avec 1’Urso aprés la dissolution de
leurs calculs biliaires, ont un taux de récurrence de 20% apres 5 ans et de 32% apres 7

ans (Villanova et al, 1989).

1.6.2.2. Perfusion des solvants

La dissolution des calculs biliaires peut également s’effectuer par une perfusion de
solvants dans la vésicule biliaire pour avoir un contact direct avec les calculs biliaires.
La perfusion se réalise 4 I’aide de catheter placé par cannulation du canal cholédoque ou

par ponction 4 travers le foie (Marks et Schoenfield, 1993).

1.6.2.2.1. Monooctanoin

Le monooctanoin monoglycéride est un solvant organique ayant des propriétés
excellentes de solubilisation de CH (Flynn et a/,1979). Plusieurs études ont montré que
le taux de succes est de 50 & 80% en moyenne lorsque le monooctanoin est infusé de 3 a
5 ml/h pour 3 &7 jours (Velasco et al, 1983; Hofmann et al, 1981). Le monooctanoin a
plusieurs effets secondaires qui se manifestent comme résultat de sa vidange rapide dans
le duodénum tels la nausée, les vomissements et la diarrhée. Son utilisation est

rarement indiqué (Heuman et a/, 1996).
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1.6.2.2.2. Methyl Tert-Butyl Ether

Le Methyl Tert-Butyl Ether (MTBE), un additif d’essence, a la capacité de dissoudre le
CH trés rapidement (Thistle et al, 1989). Des études in vivo, montrent que le MTBE
dissout les calculs biliaires de CH chez 96 a4 100% des patients lorsqu’ils sont infusés

pour 5 4 12 h (Zakko et Hofmann, 1990).

De 33 4 47% des patients infusés avec le MTBE, ont des douleurs, nausées ou
vomissements et 5 4 7% ont une élévation des aminotransférases (Leuschner et al,
1991). Ses effets secondaires majeurs sont reliés au fait que lorsque la vésicule biliaire
est remplie du MTBE et que ce dernier s’en échappe et va au duodénum, il peut causer
des dommages topiques & ce niveau. Egalement, I’infusion accidentelle du MTBE dans
le parenchyme hépatique ou dans les vaisseaux sanguins pourrait-étre potentiellement
fatale & cause de la capacité de MTBE a solubiliser les lipides (Levenson et Fromm,

1996).
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1.7. Prévention de la lithiase cholestérolique

Des études réalisées dans une population a risque élevé, a court terme, pour développer
des calculs biliaires tels que des patients, en perte rapide de poids, suivant un régime
sévére, ont montré que ’administration d’Urso & des doses aussi basses que 300
mg/kg/jour, peut dramatiquement réduire I’incidence de développement de nouveaux
calculs biliaires de CH et que ce bénéfice semble persister méme apres la fin du régime
et I’arrét du traitement (Sugerman et a/, 1995). Egalement, I’administration quotidienne
d’Urso, a long terme, aprés la dissolution des calculs biliaires, a montré une protection
partielle contre leur récurrence (Villanova et al, 1989). Par contre, le colt et les
inconvénients de I’administration quotidienne d’Urso, empéchent qu’il soit utilisé
comme une stratégie générale de prévention d’ou la nécessité de développer des

stratégies moins lourdes et moins cofiteuses (Heuman et a/, 1999).
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2. Hypothéses de recherche et objectifs

La lithiase biliaire est un probléme majeur de santé dans le monde occidental. Sa
prévalence est estimée & 10% ou 15 & 20 millions de personnes aux Etats-Unis.
Heureusement, le taux de mortalité est relativement bas, seulement 6000 personnes en

meurent chaque année (Duane, 1992).

L’étiologie de la lithiase cholestérolique n’est pas encore €lucidée. 11 est toutefois
accepté que la sursaturation de la bile en CH est un prérequis essentiel dans la formation

des calculs biliaires de CH.

Plusieurs études in vitro, démontrent un effet bénéfique de ’augmentation de la
concentration de la PC dans la bile artificielle et la bile humaine apres cholécystéctomie,
sur la solubilité et la cristallisation du CH ainsi que sur le temps de nucléation (Halpemn
etal, 1993; Jingest et a/, 1993). D’autres études in vivo (chez le rat) démontrent que la
PC alimentaire augmente la sécrétion lipidique biliaire et ainsi le flux biliaire, ce qui est
critique pour ’homéostasie du CH (Leblanc et al, 1998). Cependant, aucune étude in
vivo, n’a été réalisée sur les effets qualitatifs et quantitatifs de la supplémentation de la
PC sur la lithiase cholestérolique. Ainsi, notre hypothése est que I’augmentation de la
concentration de la PC pourrait &tre une approche prometteuse dans la prévention de la

formation des calculs biliaires de CH en solubilisant d’avantage I’exces du CH biliaire.

Le but de cette étude est d’évaluer le role de la PC alimentaire dans la protection contre
la formation des calculs biliaires de CH. Pour ce faire, on a utilisé des souris C57BL6

qui possédent une susceptibilité intermédiaire a former des calculs biliaires de CH
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lorsqu’elles sont alimentées avec une diété dite LG (15% gras laitier, 1% CH et 0,5%
CA) et nous avons évalué I’influence de la supplémentation en PC sur la sécrétion des
AB et celle des lipides biliaires (PL et CH) et sur I’incidence de la formation des calculs
biliaires de CH. Quelques facteurs, tels que I'indice de saturation de la bile en CH et la
concentration de la protéine anti-nucléante (APF) impliqués dans la formation ou la

prévention de la lithiase cholestérolique ont également été étudiés.
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3. Matériels et méthodes

3.1. Modéle animal

Des souris C57BL/6 4gées de 4-6 semaines et pesant entre 20 a 30 g ont été utilisées
dans cette étude. Ces souris provenaient de ‘Jackson Laboratory’ (Bar Harbor, ME) et
elles possédent une susceptibilité intermédiaire a la lithiase choleétérolique (20 a40%
avaient développé des calculs biliaires de CH lorsqu’elles étaient alimentées avec une
digte LG pour 4 semaines) (Khanuja et al, 1995). A leur arrivée, les souris ont été
soumises 4 1 semaine d’adaptation puis elles ont été placées au hasard par groupe de 4 a
5 par cage, elles ont ét¢ gardées dans un environnement adéquat ot la température a été
maintenue de facon constante entre 22 et 23°C avec un cycle de clarté et de noirceur de

12 h.

3.2. Diéte

Dans le 1¥ volet du projet, les souris ont été soumises, pour 4 ou 8 semaines, 4 la diete
LG ou a la didte LG + 2% PC. Dans le 2°™ volet, les souris ont été soumises, pour 4
semaines, 4 la diéte LG, 4 la diete LG + 6% PC ou 4 la digte témoin. Le choix s’est
posé sur 4 et 8 semaines, car d’aprés la littérature, les souris Lith, de haute
susceptibilité, ont développé a 100% des‘ calculs biliaires de CH apres 8 semaines
(Khanuja et al,1995) alors que la durée minimale du traitement pour obtenir les effets de
la digte LG était de 4 semaines. Le choix des pourcentages utilisés est basé sur une
étude antérieure par Leblanc et a/, 1998 ou I’ajout de 2% PC dans la diete des rats, avait
un effet bénéfique sur I’augmentation de la sécrétion des lipides biliaires. Dans le 1%

volet de I’experimentation, 2% PC a pu retardé la formation des calculs biliaires de CH.
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On a donc augmenté le pourcentage & 6% pour voir si cette augmentation pourrait
prévenir complétement la formation des calculs biliaires de CH.

Le nombre de souris par groupe variait entre 5 et 10. La composition des différentes
diétes figurent dans le tableau I. La diéte LG a été préparée telle que décrit
précédemment par Nishina et a/ (1990). Quant aux diétes enrichies en PC (2 et 6%), cet
ingrédient a remplagé une partie du glucose. Les diétes étaient préparées a toutes les
deux semaines et les portions de nourriture ont été données aux souris de 2 a 3 fois par
semaine & partir du matériel gardé 4 4°C. Les souris ont eu libre accés & la nourriture et
a I’eau; leur consommation de nourriture ainsi que leur poids corporel étaient mesurés 2

fois par semaine.
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Tableau I: Composition des différentes diétes

Constituants LG LG +2%PC LG +6%PC témoin
% % % %
Gras laitier 15 15 15 -
Cholestérol 1,25 1,25 >1 25 -
CA 0,5 05 | 0,5 -
Huile de mais , 1’ 1 1 5
Fécule de mais - - ‘ - 15
Glucose 49,75 47,75 43,75 50
Caséine- 20 20 20 20
Cellulose 5,07 5,07 5,07 5
Minéraux (AIN-76) 5 5 5 3,5
Vitamines (AIN-76) 1 1 1 1
Choline bitartrate 1 1 1 0,2
D-L-methionine 0,3 0,3 : 0,3 0,3
DL-a-Tocopherol 0,13 0,13 0,13 -
PC - 2 6 -

Pour obtenir 15% du gras laitier, 18,45 g de beurre a été utilisé/100 g de diéte & cause du 18,9%
du contenu de I'eau dans le beurre.

Toutes les composantes de la diéte ont été achetées d'ICN Biochemicals, Inc (Cosa Mesa, CA)
sauf I'huile de mais (Perla), glucose (Lantic), DL-a-Tocopherol (Sigma, Oakville, Ontario, Canada),
sel de CA (Calbiochem, Behring Diagnostics) et PC des grains de Soya (Nattermann Phospho-
lipid GMBH, Rhdne-Poulenc).
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3.3. Procédures chirugicales

Les animaux préalablement mis 4 jeline pendant 16 heures mais ayant accés a I’eau, ont

été pesés puis anesthésiés avec du Xylate (i.p). La formule Xylate est un mélange de :

250 pl de Kétamine (100mg/ml) de (M.T.C. Pharmaceuticals,
Cambridge, Ontario).

25 ul de Xylazine (100mg/ml) de (Bayer Inc. Etobicoke, Ontario).

142 yl d*éthanol 100%.

583 ul de NaCl 0,9%.

Cette solution anésthésiante a été administrée a raison de 4 ul/g de poids corporel en
bolus et 1 pl/g de poids corporel additionnel aété administré quand la souris présentait
des signes de reveil. Les souris ont été¢ placées sous lampe chauffante en
thermorégulation. Les chirugies ont été réalisées & 9h am. Aprés une incision de
’abdomen, la vésicule biliaire était examinée pour la présence des calculs biliaires,
visibles & travers la paroi de la vésicule. La présence des pré-calculs est caractérisée par
la présence des particules en suspension ou la boue biliaire. Le canal cholédoque a été
identifi¢ et doublement ligaturé. La vésicule biliaire a été canulée avec une canule PE
10 (Intramedic, New Jersey). La bile vésiculaire, représentant la bile emmagasinée dans
la vésicule biliaire, a été récupérée pendant 5 minutes. Le temps (5min) est suffisant
pour vider la vésicule avant de recueillir la bile hépatique qui retourne au foie 4 cause de
la ligature au niveau du canal cholédoque. Ensuite cette bile hépatique est récupérée
pendant 1 heure en 2 séquences de 30 minutes. Le flux biliaire a été déterminé par
gravité assumant que la densité de la bile est de 1 g/ml. La récolte de la bile a été

conservée a -20°C.
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3.4. Dosages lipidiques de 1a bile

La concentration totale en AB a été mesurée enzymatiquement par la méthode de 3a-
hydroxystéroide déhydrogénase (Turley et Dietshy, 1978). Les PL ont été dosés par
mesure du phosphate inorganique selon la méthode de Bartlett (1959) apres extraction
de la bile tel que décrit par Folch (1957). Le CH a été extrait de la bile par la méthode
de Bligh et Dyer (1959) et dosé par méthode enzymatique & 'aide d’une trousse
contenant I’enzyme cholestérol oxydase (reagent kit No.139050, Boehringer Mannheim,

Mannheim, Montréal, Québec, Canada).

3.5. Mesure de la concentration d’APF

L’APF a été isolée a partir de la bile selon la méthode décrite et réalisée par Domingo et a/,
(1990). Le dosage quantitatif de I’APF a été réalisé selon la technique ELISA utilisant des
anticorps polyclonaux de lapin (Domingo et al, 1999). Les anticorps polyclonaux ont été

produits chez des lapins (New Zealand) tel que décrit par Domingo et al, 1992.

3.6. Analyse des acides biliaires

L’analyse qualitative et quantitative des différents espéces AB a été déterminée selon la
méthode décrite par Yousef et a/ (1981). La technique comporte 5 étapes : extraction
des AB, hydrolyse alcaline des conjugués taurine et glycine, méthylation du groupe
carboxylique, acétylation des groupements hydroxyles et identification par la

chromatographie gazeuse couplée a la spectroscométrie de masse (GC-MS).
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L’acide 5B cholanique (100 pg) (Calbiochem Behring, San Diego, CA, US.A)) est
utilisé comme standard interne et ajouté aux échantillons de bile. Pour extraire les AB et
précipiter les protéines, on ajoute aux échantillons de bile un volume égal d’éthanol :
meéthanol (95 :5) et on ch}auﬂ’e 4 60-80°C. Les AB extraits sont séchés sous azote extra
sec et 2 ml NaOH (2,5 N) (American Chemicals Ltd., Montréal, Québec, Canada) est
ajouté & chaque tube. Ces tubes sont fermés et chauffés 4 160°C toute la nuit pour
permettre ’hydrolyse des AB (déconjugaison). Aprés hydrolyse, les tubes sont
refroidis, acidifiés avec du HCl 2,5 N pour rendre le pH inférieur a 1 puis les AB sont
extraits 2 fois avec du diethyl éther (BDH Inc., Toronto, Ontario, Canada). Les exiraits
d’éther sont ensuite séchés et les esters méthylés ont été préparés par addition de 2 ml
de méthanol (Mallinckrodt Baker, Phillipsburg, U.S.A.), 2 ml de 2,2-dimethoxypropane
(Aldrich. Chemical. Inc. USA) et 10 gouttes de HCI concentré (American Chemicals
Ltd., Montréal, Québec, Canada). Apres 1 h, 2 ml de diethyl éther a été ajouté et le tout
a été séché. Finalement, pour préparer les dérivés acétates, 0,5 ml d’une solution
contenant 7 ml d’acide acétique glacial (BDH, Inc., Toronto, Ontario, Canada), 5 ml
d’anhydride acétique (ACP Chemicals Inc., Moﬁtre’al, Québec, Canada) et 5 gouttes
d’acide perchlorique (BDH, Inc., Toronto, Ontario, Canada), ont été ajoutés. Les
échantillons sont agités puis laissés 1h a la température de la piéce. Les dérivés acétate
méthyl esters sont alors extraits 2 fois avec du diethyl éther, séchés et dissouts dans du
chloroforme.

Les échantillons ont été injectés dans un chromatographe & phase gazeuse de type
Hewlett- Packard 5890 muni d’un détecteur a ionisation de flamme et équipé d’une
colonne capillaire de silice et de 5% de phenyl-methyl silicone. La colonne est de
diameétre intérieur de 0,22 mm et relié¢ & un détecteur sélectif de masse (MSD) de type

Hewlett- Packard 5971A.
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La calibratiqn a 6té effectuée a ’aide d’un mélange d’AB standards (LCA, DOC, CDC,
CA, Urso) qui proviennent de Calbiochem (Behring, San Diego, CA, US.A). La
détermination des AB présents dans les échantillons a ét¢ réalisée en comparant leur
temps de rétention relatifs au standard interne avec les temps de rétention obtenus pour
les AB standards. L’identification des AB a été comfirmée par un logiciel qui permet
de comparer le spectre, les ions spécifiques et les temps de rétention de composés

inconnus avec une librairie de standards.

3.7. Analyse du profil de conjugaison des acides biliaires

La conjugaison des AB présents dans la bile a été déterminée par chromatographie
liquide couplée a 2 spectroscométres de masse (LC-MS-MS). Les AB ont été extraits
de la bile par une extraction en phase solide grice a4 une cartouche Cig (Setchell et
Worthington, 1982). Les cartouches ont été préconditionnées avec des élutions
successives de 2 ml de chloroforme :méthanol (2 :1), méthanol et de I’eau d’HPLC (eau
ultra pure gradée HPLC, filtrée par un filtre de 0,2 micron de diamétre). Les
échantillons de bile ont été déposés et les cartouches ont été ensuite lavées avec 2 ml
d’eau d’HPLC et n-hexane. Les cartouches ont été laissées 10 min pour éliminer tout
excés de solvants. Les AB ont été récupérés par élution de 5 ml de méthanol, séchés
sous azote extra-sec et dissouts dans 1 ml d’acétonitrile :d’eau HPLC (1 :1).

Les échantillons ont été injectés dans un HPLC de type Hewlett- Packard (séries 1100)
relié & 2 spectromeétres de masse en tandem de type Quattro LC (Micro Mass, UK). Les
AB ont été scannés dans le 1° spectrométre (MS1) en mode négatif entre 300 &4 800 m/z.

Les poids moléculaires des AB libres et conjugués se situent entre ces valeurs. La
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conjugaison des AB a été confirmée par fragmentation du poids moléculaire dans le
spectromeétre de masse. Le poids moléculaire des AB tri-OH et di-OH, conjugués a la
taurine sont 514,8 et 498,8 m/z respectivement; le poids moléculaire des AB tri-OH et
di-OH, conjugués & la glycine sont 464,7 et 451,5 m/z respectivement. La méthode

utilisée est décrite en détail par Perwaiz et al, (2001).

3.8. Identification des espéces moléculaires des phospholipides

Aprés I’extraction de Folch, les différentes espéces de PC et de LysoPC biliaires, ont été
identifiées par la recherche des parents de la choline dans le 1% spectrométre de masse.
Les parents de la choline (poids moléculaire de la choline est de 184) sont les PL qui
portent de la choline dans leur structure et leur identification se fait en mode positif
aprés I’ajout de I’acide formique 0,1% aux échantillons pour optimiser la réponse.
L’identification des acides gras de ces PL a été réalisée par la fragmentation ‘Daughter
scan’ des parents de la choline dans le le 2°™¢ spectrométre de masse en mode négatif
aprés ajout d’ammonium acétate (0,1 M) aux échantillons pour optimiser la réponse.
L’identification des acides gras se fait par leur poids moléculaire. Une méthode de
calcul permet également d’identifier les acides gras (poids moléculaire du PC -

(phosphocholine + amonium acétate + glycérol)).
3.9. L’indice de saturation en cholestérol
L’indice de saturation en CH d’un échantillon de bile est le ratio du pourcentage du CH

présent sur le pourcentage maximum soluble du CH (Carey, 1978b). Le % du CH

présent est calculé de la maniére suivante: CH présent = (CH/CH+PL+AB)*100. Ou
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CH, PL et AB sont les concentrations molaires présentes dans I’échantillon. Le
pourcentage maximum soluble du CH est obtenu grice 4 une formule dérivée la table de
Carey (Carey, 1978b) qui tient compte de la concentration totale des lipides biliaires
dans I’échantillon et du ratio des PL sur la somme des PL et CH.

Par exemple, si un échantillon de bile a un ratio molaire (PL/PL+AB) de 0,248, il
faudrait prendre de la table de Carey la valeur la plus proche du ratio soit 0,250. De
plus, si la concentration lipidique totale (AB + PL + CH) de notre échantillon est de 5,9
g/dl, on prend du tableau les valeurs de ia concentration lipidique totale les plus pres de
la nétre soit dans notre cas: 5 et 7,5 g/dl. Gréce 4 la table nous obtenons les valeurs du
% du CH max saturable 2 5 et 7,5 g/dl correspondant au ratio 0,250 soient
respectivement, 6,591 et 7,027. Afin d’obtenir la valeur du % du CH max saturable
correspondant & notre concentration (5,9 g/dl) il faut utiliser cette équation :

(7,027 - 6,591 /2,5) * 0,9 = 0,157 ou (7,027 - 6,591 /2,5) * 1,6 = 0,279 ou 0,9 et 1,6
ont été obtenus par la soustraction entre les différentes concentrations et la ndtre
(5,9g/d1 -5 g/dl et 7,5 g/d1 -5,9 g/dl respectivement). On peut additionner 6,591 + 0,157
ou soustraire 7,027 — 0,279 pour obtenir 6,748 qui est la ve;leur du % CH max saturable

correspondant 4 la concentration totale des lipides de notre échantillon (5,9g/dl).

3.10 Analyses statistiques

Les résultats de chaque groupe sont exprimés sous forme de moyenne =+ I’écart-type. La
comparaison entre 2 groupes a été réalisée par le test de t de Student tandis que celle
entre 3 groupes par analyse de variance (ANOVA) et la signification a ét¢ déterminée
par le test de Tukey’s-b. Les corrélations ont ét¢ déterminées a Iaide du test de

Pearson. Les résultats sont considérés significatifs a p<0,05.
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4. Résultats

4.1. Consommation alimentaire

Comme les régimes LG et LG +2 et 6% PC sont isoénergétiques ( 4.64, 4.69 et 4.82
cél/g de diéte respectivement), la quantité de nourriture ingérée était similaire entre ces
groupes (3 4 4 g/souris/jour). La consommation de nourriture plus élevée observée chez
le groupe témoin (6 & 7 g/souris/jour) est die & une diminution de I’apport énergétique

(4,07 cal/g de diéte) et le contenu plus élevé en glucose.

4.2. Poids corporel et poids du foie

Le gain pondéral était progressif pour tous les groupes. Le tableau II montre que le
poids corporel final et le poids du foie n’étaient pas significativement différents entre
les groupes LG et LG+2%PC aprés 4 et 8 semaines de traitement diététique.
Cependant, le poids du foie/100 g du poids corporel était significativement supérieur
chez le groupe LG+2% PC apres 8 sen;ajnes. Dans le 2™ volet de I’étude, le tableau
III montre que les souris soumises aux diétes LG ou LG+6%PC apres 4 semaines de
traitement, avaient un poids corporel final significativement inférieur comparativement
a celles soumises a la diéte témoin (22 g vs 25 g). Tandis que le poids du foie et le
poids du foie/100 g du poids corporel étaient significativement supérieurs chez les
groupes LG et LG+6% PC par rapport au groupe témoin. Il n’y avait aucune différence

significative entre les groupes LG et LG+6% PC pour ces paramétres.
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4.3. Formation des calculs biliaires de cholestérol

Le tableau IV montre 'incidence de la formation des pré-calculs (particules en
suspension ou la boue biliaire) et des calculs biliaires de CH chez les différents groupes
de souris.

Le tableau IV montre que chez le groupe soumi a la di¢te LG+2%PC, les pré-calculs ont
été formés aprés 4 semaines chez 11% des animaux, et ¢a a augmenté a 33% apres 8
semaines. La formation des calculs biliaires de CH était de 22% aprés 4 semaines et a
augmenté a 44% aprés 8 semaines. Le total de la formation des pré-calculs et des
calculs étaient 33% et 77% aprés 4 et 8 semaines, respectivement. Ceci en comparaison
avec 47% et 89% aprés 4 et 8 semaines respectivement chez le groupe LG.  Ces
résultats montrent que la supplémentation de la diéte avec 2% de PC a retardé la
formation des calculs biliaires de CH tel qu’il est observé avec la différence a la 4°™
semaine. Quand les souris étaient soumises 4 la diste LG+ 6% PC, il y avait seulement
10% de formation de pré-calculs comparativement a 47% de calculs chez le groupe LG;

la supplémentation de la diéte avec 6% de PC, a prévenu la formation des calculs

biliaires de CH.

4.4. Effets des différentes diétes sur le flux biliaire et la sécrétion des acides
biliaires et des lipides biliaires

La figure 3 montre le flux et la sécrétion des AB et des lipides biliaires apres 1 heure de
collection de bile hépatique chez les souris soumises a la diete LG ou LG + 2% PC
aprés 4 et 8 semaines. Il n’y avait aucune différence significative dans le flux biliaire ni
dans la sécrétion des AB ou des lipides biliaires entre ces 2 groupes a I’exception d’une

augmentation significative de 30% du flux biliaire chez le groupe soumi a la diéte LG
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aprés 8 semaines. La figure 4 montre que 1’augmentation de la supplémentation en PC a
6% dans la diéte LG, a causé une augmentation significative de 30% du flux biliaire,
une augmentation de 7% de la sécrétion des AB et de 26% de celle des PL et une
diminution de 10% de la sécrétion de CH par rapport a la diéte LG. En comparaison
avec la diéte témoin, la diéte LG a induit une augmentation significative de la sécrétion
des AB, PL et du CH biliaires hépatiques mais il n’y avait pas de changement dans le
flux biliaire. Avec la diéte enrichie de 6% PC, il y a eu une augmentation significative
de la sécrétion dés AB, PL et du CH biliaires hépatiques et le flux biliaire a été

également augmenté de fagon significative.
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Tableau IV: Incidence de la formation des pré-calculs et des calculs
biliaires de cholestérol chez les souris soumises aux
diétes LG, LG+2%, 6% PC et témoin

Semaine Diéte % incidence % incidence
formation pré-calculs formation de calculs
4 LG 0 | a7
LG+2%PC 11 22
LG+6%PC 10 . 0
Témoin 0 0
8 LG 0 89
LG+2%PC 33 , 44

Les pré-calculs sont définis par la présence de particules en suspension et de boue biliaire.
Les calculs biliaires sont définis par des agglomérations sphériques visibles a I'ceil nu.
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Débit Biliaire
ul/min/g foie
o =~ N W A

Acides Biliaires

nmoles/mi

Phospholipides
nmoles/min/g foie

20

15 T

Cholestérol
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semaines

1

LG WLG+2%PC |

Fig.3 : Le débit biliaire et la sécrétion des acides biliaires, des phospholipides et du
cholestérol biliaires aprés 1 heure de collection chez les souris soumises a la diéte
lithogénique (LG) et lithogénique+2% de phosphatidylcholine (LG+2%PC) aprés 4 et 8
semaines de traitement.

Les résultats sont exprimés en moyenne * |'écart-type.

* Significativement différent du groupe LG.
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Débit biliaire
ul/min/g foie
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150 1
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90
60 -
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Acides Biliaires -
nmoles/min/g fole
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groupes

[OLG BLG+6%PC M témoin |

Fig.4 : Le débit biliaire et la sécrétion des acides biliaires, des phospholipides et du cholestérol
aprés 1 heure de collection chez les souris soumises & la diéte lithogénique (LG),
lithogénique+6% de phosphatidylcholine (LG+6%PC)et témoin aprés 4 semaines de traitement.
les résultats sont exprimés en moyenne = ['écart-type.

" différent significativement de |a diéte témoin.

** différent significativement de la diete LG.
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4.5. Profil des acides biliaires présents dans la bile hépatique

Le tableau V montre la composition en AB de la bile hépatique des différents groupes
de souris nourries avec les différentes diétes. Chez le groupe témoin, les AB en ordre
de leur pourcentage de contribution étaient: Muri, CA, Doc, Urso et CDC.

En comparaison avec la diéte témoin, les diétes LG et LG + 2 et 6% PC ont augmenté le
pourcentage de CA et de DOC et ont réduit celui de Muri et de Urso tandis que le
pourcentage de CDC était similaire. Le pourcentage de la supplémentation de la diete
LG en PC (2 ou 6%) n’a pas influencé le profil des AB majeurs. Toutes les souris qui
ont été soumises a la diéte LG ou celle enrichie avec la PC ont montré une similarité de
distribution des AB. Ainsi, le pourcentage de contribution, par ordre d’importance, était

de ’ordre suivant : CA, Doc, Muri, CDC et Urso.

L’analyse par LC-MS-MS a démontré que dans la bile des souris soumises & la diete
LG, l’acide taurotrihydroxycholique (T-triOH) est prédominant a 75% tandis que
I’acide taurodihydroxycholique (T-diOH) constituait 20 & 25% des AB conjugués avec
la taurine tel qu’illustré a la fig.5. Quant aux AB conjugués avec la glycine, les acides
glycotrihydroxycholique  (G-triOH) et glycodihydroxycholique (G-diOH), ne
constituaient que 4 4 6% du total d’AB conjugués (fig.6). La dicte enrichie de PC n’a
pas affecté la conjugaison des AB (fig.7 et 8). Toutes les souris qui ont été soumises a
la digte LG ou la dicte LG enrichie avec la PC, avaient le méme profil de conjuguaison.

Au moins 94% des AB étaient conjugués avec la taurine.
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10-Jan-2000, 17:37:28
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Fig.5. Spectre des acides biliaires conjugués a la taurine présents dans la bile d’une
souris soumise 2 la diéte LG aprés 4 semaines. Les pics 514.8 et 498.8 représentent
le poids moléculaire des T-triOH et des T-diOH, respectivement.
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Fig.6. Spectre des acides biliaires conjugués a la glycine présents dans Ia bile d’une
souris soumise a la diéte LG aprés 4 semaines. Les pics 464.7 et 451.5 représentent

le poids moléculaire de G-triOH et des G-diOH, respectivement.
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10-Jan-2000, 16:07:35

Fig.7. Spectre des acides biliaires conjugués
souris soumise 2 la diéte LG + 2% PC aprés 4
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i 1a taurine présents dans la bile d’une
semaines. Les pics 514.8 et 498.8

représentent le poids moléculaire des T-triOH et des T-diOH, respectivement.
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4.6. Profil des phospholipides biliaires hépatiques et leur composition en acides
gras

La pureté de la PC, extraite des grains de soya et ajoutée & la diéte LG, a été comfirmée
par LC-MS-MS. Les espéces présentes étaient la 1-palmitoyl-2-arachidonoyl- (la plus
prédominante), suivie par les 1-palmitoyl-2-linoleoyl-, 1-oleoyl-2-linoleoyl-, 1-stearoyl-
2-linoleoyl- sn-glycerophosphocholines et en plus faible proportion les 1-palmitoleoyl-

2-arachidonoyl- et palmitoleoyl-2-linoleoyl-sn-glycerophosphocholines (fig.9).

Dans la bile, les PL sont cofnposés principalement de PC. La distribution des PC et des
acides gras n’était pas différente entre les groupes LG, LG enrichie en PC (fig.10) ou
témoin (fig.11). Les PC prédominantes étaient les 1-palmitoyl-2-linoleoyl- et 1-
palmitoyl-2-oleoyl- sn-glycerophosphocholines qui représentaient 70 a 75%. Les
espéces mineures étaient les 1-oleoyl-2-linoleoyl-, 1-stearoyl-2-linoleoyl-, 1-palmitoyl-
2-arachidonoyl-, 1-palmitoleoyl-2-linoleoyl-, ~ 1-palmitoyl-2-palmitoleoyl- et 1-
linoleoyl-2-arachidonoyl- sn-glycerophosphocholines. Ces résultats montrent que la
composition de la diéte en acides gras n’influence aucunement celle de la bile hépatique

des souris.

4.7. Composition lipidique de la bile vésiculaire

Le tableau VI illustre la composition lipidique de la bile vésiculaire des différents
groupes de souris. On remarque une diminution significative du pourcentage de CH et
une augmentation du pourcentage des AB chez les souris soumises a la diéte LG + 2%

PC par rapport 4 la diéte LG, aprés 4 semaines de traitement. Tandis que le pourcentage
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des PL chez les souris soumises 4 la diéte LG + 2% PC par rapport a la diete LG apres 4
semaines de traitement ne variait pas. Aprés 8 semaines de traitement, il n’y a aucune
différence significative du pourcentage molaire des AB, PL et CH entre ces 2 groupes.

Dans le 2°™ volet de I’étude, les souris soumises a la diéte témoin avaient un
pourcentage de CH significativement inférieur comparativement aux souris soumises a
la diete LG et LG + 6% PC et un pourcentage des PL significativement supérieur
comparativement aux souris soumises a la diete LG + 6% PC. Il n’y a au;:une
différence significative du pourcentage molaire des AB, PL et CH entre les groupes LG

et LG + 6% PC (tableau VI).
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Fig.9. Spectre des especes de PC présentes dans la PC extraite des grains de soya
et ajoutée 2 la diete LG. Les pics représentent le poids moléculaire des différentes
PC dépendemment de leur contenu en acides gras. Les pics 783.1, 759.2, 785.0,
787.2, 781.3, 757.2 représentent les 1-palmitoyl-2-arachidonoyl-, 1-palmitoyl-2-
linoleoyl-, 1-oleoyl-2-linoleoyl-, 1-stearoyl-2-linoleoyl, 1-palmitoleoyl-2-
arachidonoyl- et 1-palmitoleoyl-z-linoleoyl-sn—glycérophosphocholines,

respectivement.
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Fig.10. Spectres des PL ayant le groupement choline. Les PC se trouvent entre
725 1 825 m/z et les LysoPC entre 475 a 575 m/z, présentes dans la bile d’une
souris soumise 2 la diéte LG (spectre du haut), i 1a diete LG + 2% PC (spectre du
bas). Les pics 759.2, 761.3, 785.2,787.2,783.3,757.2, 733.2 et 807.2 représentent les
1-palmitoyl-2-linoleoyl-, 1-palmitoyl-2-oleoyl-, 1-oleoyl-2-linoleoyl-, 1-stearoyl-2-
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palmitoleoyl- et 1-linoleoyl-2-arachidonoyl- sn-glycerophosphocholines,

" respectivement. ~
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Fig.11. Spectres des PL ayant le groupement choline. Les PC se trouvent entre 725
a 825 m/z et les LysoPC entre 475 3 575 m/z, présentes dans la bile d’une souris
soumise a la diéte témoin. Les pics 759.2, 761.3, 785.2, 787.2, 783.3, 757.2, 733.2 et
807.2 représentent les 1-palmitoyl-2-linoleoyl-, 1-palmitoyl-2-oleoyl-, 1-oleoyl-2-
linoleoyl-, 1-stearoyl-2-linoleoyl-, 1-palmitoyl-2-arachidonoyl-, 1-palmitoleoyl-2-
linoleoyl-, 1-palmitoyl-2-palmitoleoyl- et 1-linoleoyl-2-arachidonoyl- sn-
glycerophosphocholines, respectivement.
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4.8. L’indice de saturation de cholestérol

Les figures 12 et 13 montrent I’indice de saturation de CH sous forme de pourcentage
de la bile hépatique et vésiculaire des différents groupes de souris. On observe que la
supplémentation de la diéte LG en PC 4 2% a entrainé une diminution du % de CSI, un
marqueur de la saturation de la bile en CH par rapport a la diéte LG. Cette diminution
était significative dans la bile vésiculaire aprés 4 semaines de traitement (fig.12). Dans
la bile hépatique, le % de CSI chez les souris témoins était 75% et 90% chez celles
soumises a la diete LG + 6% PC. Les % de CSI chez ces 2 groupes étaient
significativement plus petits que le pourcentage observé chez les souris soumises. a la
digte LG (115%). De méme dans la bile vésiculaire, les % de CSI, chez les souris
soumises a 1a diete témoin (35%) ou LG + 6% PC (87%), étaient inférieurs a celui chez
les souris soumises 2 la ditte LG (95%) sauf que la différence est significative

uniquement entre les groupe LG et témoin (Fig.13).

4.9. La concentration d’APF dans la bile hépatique et vésiculaire

Les figures 14 et 15 montrent la concentration d’APF chez les souris soumises aux
dietes LG ou LG + 2% PC aprés 4 et 8 semaines ainsi que chez celles soumises aux
dietes LG, LG + 6% PC ou témoin aprés 4 semaines. La concentration d’APF présente
n’était pas constante entre la bile hépatique et vésiculaire du méme groupe. Elle était
plus élevée dans la bile vésiculaire que dans la bile hépatique, sauf chez le groupe
témoin ou elle était similaire (0,013 + 0,001 et 0,014 £ 0,001 nmoles/ul dans la bile

hépatique et vésiculaire, respectivement). On observe également que les diétes LG ou
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LG enrichie avec 2 et 6% PC ont entrainé 1’augmentation de la concentration d’APF
présente par rapport a la diéte témoin. Quant a Ieffet de la supplémentation de la diete
en PC par rapport a la diéte LG sur la concentration d’APF, la figure 14 montre que
dans la bile hépatique, elle était significativement supérieure chez les souris soumises a
la diete LG + 2% PC aprés 4 et 8 semaines. Cependant, dans la bile vésiculaire, elle
n’était supérieure qu’aprés 8 semaines tandis qu’elle était significativement inférieure
aprés 4 semaines. A I’opposé, la concentration d’APF était légérement supérieure dans
la bile hépatique et vésiculaire chei le groupe LG par rapport au groupe LG + 6% PC

aprés 4 semaines (fig.15).
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Fig.12. L'indice de saturation en cholestérol de la bile hépatique et vésiculaire des souris
soumises & la diéte LG ou LG+2%PC aprés 4 et 8 semaines de traitement.

les valeurs sont exprimées en moyenne = l'‘écart-type.

* différent significativement du groupe LG.
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Fig.13. L'indice de saturation en cholestérol de la bile hépatique et vésiculaire des souris
soumises a la diéte LG, LG+6%PC ou témoin aprés 4 semaines de traitement.

les valeurs sont exprimées en moyenne  |'écart-type.

* différent significativement du groupe LG.

* différent significativement du groupe LG + 6% PC.
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Fig.13. La concentration d'APF présente dans la bile hépatique et vésiculaire chez
les souris soumises & la diete LG ou LG + 2% PC aprés 4 et 8 semaines.
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Fig.14. La concentration d'APF présente dans la bile hépatique et vésiculaire chez
les souris soumises a la diéte LG, LG + 6% PC ou témoin aprés 4 semaines.

les valeurs sont exprimées en moyenne # I'écart-type.

Aucune différence significative entre les groupes.
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5. Discussion et conclusion

Plusieurs facteurs sont associés avec la lithiase cholestérolique. Cépendant, la
génétique et la nutrition sont les deux facteurs majeurs impliqués. L’importance des
facteurs génétiques est évidente chez les animaux, Fujihara et a/ (1978) ont reporté que
la prévalence des calculs biliaires de CH variait entre 0 4 100% chez 6 souches de souris
de laboratoire. Chez les humains, la lithiase cholestérolique peut étre familiale
(Kesaniemi ét al, 1989) et chez certaines populations de I’ Amérique du nord et du sud,
un haut pourcentage d’adultes développent des calculs biliaires de CH (Weiss et
al,1984). Les génes Lith contrdlent la susceptibilité & la formation des calculs biliaires
de CH chez certaines souches de souris. Cependant, la lithiase cholestérolique ne se
manifeste pas spontanément et la diéte LG est essentielle a son développement (Khanuja
et al, 1995; Wang et al, 1997). Les phénotypes des souris avec les alléles Lith
susceptibles sont I’hypersécrétion du CH biliaire, la sursaturation en CH de la bile
vésiculaire, la cristallisation et une incidence élevée a la formation des calculs biliaires

de CH ( Wang et a/, 1997a,b).

L’objectif de cette étude était d’évaluer I’effet de la supplémentation alimentaire en PC
sur la formation des calculs biliaires de CH chez les souris susceptiBIes a la lithiase
cholestérolique. Les PC étant des PL présents en majorite dans la bile ont démontré un
effet bénéfique sur la solubilité et la cristallisation du CH dans la bile artificielle et
humaine (aprés cholecystéctomie). De plus, des études effectuées chez le rat ont
démontré que la supplémentation en PC améliore la formation de la bile en augmentant
le transport maximal d’AB et la sécrétion des lipides biliaires. Dans notre étude, nous

avons constaté que la supplémentation & 2% en PC retarde la formation des calculs



78

biliaires de CH & 8 semaines par rapport 4 4 semaines (tableau IV). Ceci a été associ¢
avec une réduction de Iindice de saturation en CH (fig.12) et avec une augmentation
significative de la concentration de la protéine antinucléante hépatique (APF) (fig.14).
De plus, I’augmentation de la supplémentation 4 6% en PC, la prévient complétement a
4 semaines (tableau IV), et ceci principalement par une réduction significative de
Iindice de saturation en CH de la bile hépatique (fig.13) et par 1’ augmentation

significative du flux biliaire et celle des AB et des PL (fig.4).

Dans les pays industrialisés, la lithiase cholestérolique représente une maladie d’une
grande importance économique (Hess et Maki, 1992). Elle affecte plus que 20 millions
4’ Américains et codite 6 billions de dollars annuellement ce qui représente 1% des soins
de la santé (Paigen, 1995). La lithiase biliaire cholestérolique est multifactorielle et
aucune anomalie précise n’a déja été identifice (Hay et Carey, 1990; Johnston et
Kaplan, 1992). Cepedant, le défaut clé dans la lithiase biliaire cholestérolique humaine,
est ’hypersécrétion du CH induisant ainsi la formation de la bile lithogénique (Carey et
LaMont, 1992; LaMont et Carey, 1992; Carey, 1993). Durant le pfocessus de la
formation des calculs biliaires de CH, la sursaturation de la bile en CH est suivie par la
nucléation du CH (Sedaghat, 1980), précipitation des cristaux de CH qui s’agglomerent
pour former des calculs de CH (Carey, 1996). Les anomalies métaboliques sous-
jacentes 4 la sursaturation de la bile en CH ne sont pas encore complétement
" déterminées. Toutefois, cette derniére se produit quand la concentration en CH excede
la capacité de solubilisation des lipides biliaires. Le role bénéfique des PL biliaires
s’exercerait de plusieurs fagons. D’abord, le CH étant insoluble dans I'eau, il est
solubilisé d’abord par les PL et ensemble ils forment des vésicules. Celles-ci sont

solubilisées par la suite par les AB pour former des micelles mixtes (Strasberg et
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Harvey, 1990). Egalement, les PC alimentaires semblent augfnenter la sécrétion
lipidique biliaire et ainsi le flux biliaire, chez le rat, ce qui est critique pour
’homéostasie du CH (Leblanc et al, 1998). De plus, les PC auraient une influence sur
la prolongation du temps de nucléation de CH dans la bile artificielle ( Halpern et al,

1993).

Le modéle murin est un outil de recherche valable dans I'investigation de la lithiase
biliaire humaine & cause de I’homologie présente entre les génomes humain et murin
(Debry et Seldin, 1996), de la caractérisation de son génome, du progrés en technologies
génétiques (Paigen, 1995) et de la disponibilité de cette espéce. Le choix des souris
susceptibles nous a paru le plus convenable & cause de leur potentiel commun, éliminant
ainsi interférence des facteurs génétiques et Ieffet observable serait uniquement

attribuable aux PC.

En accord avec les résultats d’autres études (Bergman et al,1970; Whiting et Watts,
V 1987; Spady et Cuthbert,1992) nous avons observé une augmentation significative du
poids du foie des souris nourries avec la di¢te LG par ;apport a la diéte témoin. Cecl
s’applique aussi chez les souris nourries avec la diéte LG + 2 et 6% PC. Ceci est dli au
contenu des digtes LG et LG + 2 ou 6% PC en CH qui entraine une augmentation de 3x

le CH total et de 8x le CH estérifié hépatique (Reihnér et Stéhlberg, 1996).

Dans notre étude, nous avons observé que la supplémentation de la diéte LG a 2% en
PC aprés 4 et 8 semaines de traitement, n’a pas augmenté le débit biliaire par rapport a
la diste LG. Egalement, il n’y avait pas de différence marquante dans la sécrétion des

AB et celle des lipides biliaires (fig.3). Cependant, la supplémentation de la digte LG a
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6% en PC a causé une augmentation significative du débit biliaire chez les souris
soumises & cette diéte par rapport 4 la diete LG. Cette augmentation était attribuée a
I’augmentation notée dans la sécrétion des AB et PL biliaires (fig.4). L augmentation
du débit biliaire pourrait étre expliquée par I’augmentation de la disponibilité des PL
biliaires exogénes tel qu’il a été rapporté par Rioux et a/ (1994). L’augmentation de la
sécrétion des PL dans la bile pourrait étre due au fait que les PC alimentaires peuvent
stimuler la captation des HDL-PC par le foie ainsi que la reldche des PC du “pool’
préformé ou nouvellement synthétisé (Polichetti et al, 1996). Alternativement, les
diétes peuvent moduler la mobilisation du ‘pool’ ainsi que les protéines impliquées dans
le transport de la PC et sa sécrétion dans la bile (Leblanc et al, 1998). Des études
récentes ont démontré I’implication de MDR2 dans le transport des PL & travers la
membrane canaliculaire (Van Nieuwerk et a/, 1997). Suite a cela, nous pourrons
émettre des hypothéses telles que: 1’expression du géne mdr2 favorisée par la diéte
enrichie en PC ou encore une augmentation de la translocation de la protéine mdr2 au

niveau canaliculaire.

Les différents PL peuvent influencer la cristallisation du CH que ce soit dans la bile
artificielle (Konikoff et al,1994) ou dans la bile humaine (Jiingst et a/,1993). Les PC
saturées retardent la cristallisation du CH tandis que les PC polyinsaturées I’accélérent
dans la bile artificielle (Konikoff et a/,1992). Nos résultats démontrent comme le
suggere la littérature (Leblanc et a/,1998) que la supplémentation de la diete LG en PC

n’affecte ni les espéces ni la composition en acides gras des PC biliaires.
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Comme rapporté dans I’étude de Fuchs et a/ (1998b) nous avons observé que chez les
souris susceptibles, les alléles Lith favorisent I'hypersécrétion du CH dans la bile en
réponse & la digte LG. En effet, I’hypersécrétion du CH était significativement plus
élevée chez tous les groupes de souris soumises aux di¢tes LG ou LG + 2 et 6% PC par
rapport & la didte témoin. La supplémentation de la diéte en PC semble diminuer
I’hypersécrétion du CH par rapport a la diete LGV(ﬁg.3 et 4). Ceci pourrait s’expliquer
par le fait que le cholestérol libre associé avec les HDL est utilisé préférentiellement par
le foie comme substrat pour la synthése des AB (Halloran et al, 1978). Sachant que la
PC augmenterait les HDL, ainsi le CH serait éliminé par catabolisme en AB

préférentiellement a la sécrétion biliaire du CH.

Une autre constatation était la diminution du %CSI (marqueur de la saturation de la bile
en CH, tient compte de la solubilité max du CH par les AB et les PL) chez les souris
soumises aux diétes LG enrichie en PC & 2% et & 6% par rapport a la di¢te LG. La
diminution significative du %CSI chez les souris soumises a la diéte LG + 6% PCipar
rapport a la diete LG es‘; probablement due & I’augmentation de la sécrétion des PL et la

diminution de celle de CH.

De fagon générale, I’AB trouvé de fagon prédominante, chez la souris, est I’acide Muri.
Le CA est également présent tandis que le taux de le DOC est bas car I’enzyme
hépatique, 7a-hydroxylase I’hydroxyle pour former du CA (Beher et al, 1969;
Haslewood, 1978). La supplémentation avec CA a entrainé une augmentation
d’excrétion de CA et une diminution de CDC et de Muri (Yamanaka et al, 1986; Uchida

et al,1991). Tel qu’attendu, le CA est I’AB principal chez ces groupes-ci, également, il
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y avait une diminution significative du pourcentage de Muri. Par contre, il n’y avait pas
de changement dans le pourcentage de CDC. Plusieurs études démontrent
I’augmentation des taux du DOC biliaire chez les sujets ayant des calculs biliaires de
CH (Marcus et Heaton, 1988; Hussaini et al, 1995). Cette augmentation favorise une
cristallisation rapide du CH et ainsi la formation des calculs biliaires de CH (Donovan,
1997). En effet, le DOC, hautement hydrophobe, a déja été associé avec la lithiase
cholestérolique humaine ( Berr et al, 1994). Dans notre étude, nous avons observé une
augmentation significative du taux de DOC biliaire chez les souris soumises & la diete
LG ou LG enrichie de PC par rapport 4 celles soumises a la diéte témoin. Cependant, la
supplémentation de la diéte LG en PC ne semblait pas affecter le taux du DOC par
rapport 4 la diete LG. Par contre, nous avons observé la présence d’une corrélation
positive entre le pourcentage de DOC et CH biliaire présent et entre le pourcentage de
DOC et CSI, uniquement chez les souris soumises a la diéte LG pour 4 semaines. Plus
le DOC est élevé, plus le CSI est élevé plus grande est la probabilité de former des
calculs biliaires. L’équipe de Van Berge Henegouwen (1987) a d’ailleurs observé un

effet du DOC sur la formation des calculs biliaires de CH chez I’humain.

Alexander et Portman (1987), ont examiné le profil de conjugaison des AB chez les
souris C57BL/6. Au moins 93% des AB étaient conjugués avec la taurine
(majoritairement TCA) avant de consommer la diéte LG tandis que les conjugués avec
la glycine n’étaient pas détectable. Aprés que les souris aient consommé la diete LG,
une quantité significative d’AB a été conjuguée avec la glycine (jusqu’a 7% apres 8
semaines de traitement). Nos résultats démontrent que la diéte LG + PC n’a pas affecté

la conjugaison des AB. Toutes les souris des groupes LG ou LG + PC, avaient le méme
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profil de conjugaison (94% des AB étaient conjugués & la taurine et 4 4 6 % 4 la

glycine).

Konikoff et a/ (1997), ont démontré que 1’ APF stabiliserait les vésicules sursaturées en
CH qui interféreraient avec le processus de précipitation de CH. Nos résultats
concernant I’APF, montrent que 1’augmentation significative du taux d’APF hépatique,
présente uniquement chez les souris nourries avec la diéte LG + 2% PC par rapport a la
diete LG, suggére que son role est plus marqué lorsque le pourcentage de la
supplémentation en PC est & 2%. Quand la supplémentation en PC est augmenté a 6%,
I’APF hépatique ne semble pas intervenir dans le processus de prévention de la
formation des calculs biliaires de CH. Par contre, les résultats obtenues dans la bile
vésiculaire ne semblent pas suivre celles de la bile hépatique. Ceci pourrait étre dil &
une variation dans ie mécanisme d’absorption vésiculaire qui n’est pas encore tout a fait

élucidé.

Bien que I’hypersécrétion de la mucine est un précurseur dans la formation de calculs
biliaires, nous nous sommes concentrés sur I’étude de la saturation de la bile en CH qui

estle pré-requis essentiel dans le processus de la lithiase cholestérolique.

Cette étude comporte certaines limites. Elle ne permet pas de comparer statistiquement
les effets de 2% vs 6% PC puisque que ces expériences n’ont pas €té effectuces au
méme moment. De plus, il faut considérer la variation inter-groupes. Dans I'avenir, 1l
serait intéressant de comparer I’effet des diétes LG, LG + 2% et 6% PC apres 4 et 8

semaines de traitement dans la méme experimentation.
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En conclusion, la supplémentation alimentaire en PC peut dépendemment da la dose et
de 1a durée de traitement, diminuer ou prévenir la formation des calculs biliaires de CH
chez les souris, génétiquement susceptibles a la lithiase cholestérolique, soumises a une
diste LG. Ceci se fait par la réduction du %CSI hépatique et par I’augmentation
significative de la concentration de la protéine anti-nucléante APF lorsque la
supplémentation est a 2% en PC ou par 1’augmentation du flux biliaire et la sécrétion
des AB et PL nécessaires a la solubilisation de I'excés de CH et la réduction
significative du %CSI hépatique, lorsque la supplémentation est augmentée a 6% en PC.
De plus, I’ensemble de nos résultats comfirme le fait que la sursaturation de la bile en

CH est le facteur majeur dans la formation des calculs biliaires de CH.
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