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Résumé

La bilirubine, métabolite de I’héme, est un antioxydant puissant exergant des fonctions
athéro-protectrices a des concentrations modérées; cependant elle est neurotoxique a des
concentrations €levées. Synthétisée lors du métabolisme de I’héme par 1’action successive
des enzymes, héme-oxygénase (HO-1) et biliverdine-réductase (BVR), la bilirubine est
métabolisée par I’UDP-glucuronosyltransférase (UGT1Al) dans le foie, afin d’étre
¢liminée sous forme glucurono-conjuguée par le transporteur, Multidrug resistance Related
Protein (MRP)2. Dans le cadre de la présente étude, nous avons validé une explication
pharmacologique supplémentaire du mode d’action des fibrates, médication actuellement
sur le marché dans le traitement de la dyslipidémie (prévenant 1’athérosclérose in vivo). Les
données obtenues démontrent que les fibrates modulent positivement les enzymes de la
synthése et du métabolisme de la bilirubine, favorisant ainsi ses propriétés antioxydantes et
athéro-protectrice dans la paroi vasculaire et protégent 1’organisme contre ses
accumulations toxiques au niveau hépatique. Donc, un mode d’action additionnel des
fibrates, pourrait étre pris en considération, résultant en une élévation modérée de la
concentration locale de la bilirubine et profitant de ses capacités antioxydantes et par la

suite athéro-protectrices.



Abstract

Bilirubin is a heme degradation product which has potent anti-oxidative and athero-
protective properties at moderated concentrations, but is neurotoxic at elevated
concentrations. Synthesized during the heme’s metabolism by the successive action of
heme oxygenase (HO-1) and biliverdin reductase (BVR) enzymes, bilirubin is
glucuronidated by UDP-glucuronosyltransferase (UGT1A1) in the liver and eliminated
from the body as a conjugated glucuronide by the transporter Multidrug resistance-Related
Protein (MRP)-2. In this study, we validated a novel pharmacological effect of fibrates,
which are currently used for the treatment of dyslipidemia. The results show that the
fibrates can positively modulate the enzymes responsible for bilirubin synthesis and
metabolism, favouring its antioxidant and athero-protective properties in vascular wall and
protecting from its toxic accumulation in the liver. Thus, an additional mode of action of
fibrates, could be considered, resulting in a moderate rise of local bilirubin concentration

and taking advantage of bilirubin anti-oxidant capacities and of its athero-protector effects.
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Avant-Propos

Ce mémoire comprend cinq grandes parties : le chapitre I constitue 1’introduction, le
chapitre II présente I’hypothése et les objectifs étudiés, le chapitre III illustre les résultats
par un article scientifique inséré, le chapitre IV constitue une discussion des résultats et met

en jeu les pespectives, et enfin, le chapitre V achéve ce travail par une conclusion.

L’article scientifique inséré, représentant la section résultats de ce document, s’intitule :
« coordinated regulation of bilirubin synthesis and metabolism by the hypolipidemic
fibrates », il est a noter que la contribution des participants est décrite avec précision avant
cette publication (voir la page 73 de ce manuscrit). La section perpectives comporte
également des résultats prélimimaires, dont j’ai contribué a la grande partie du travail. Les
manipulations ont été réalisées par Diala el Husseini (I’auteur de ce document) et par Jenny
Keading; I’analyse des résultats a été effectuée par Diala el Husseini. L’interprétation et la
description des résultats a ¢té faites par Diala el Husseini sous la supervision d’Olivier
Barbier. La préparation des figures a été accomplie par Diala el Husseini et révisée par

Olivier Barbier.

En premier lieu, je fais ma part de reconnaissance a I’université LAVAL et notamment a
la direction de la faculté de pharmacie de m’avoir accueilli tout au long de cette période

de maitrise.

C’est avec un grand plaisir que je réserve ces lignes en signe de gratitude et de

reconnaissance a tous ceux qui ont contribué de prés ou de loin a I’élaboration de ce travail.

J’aimerais adresser tous mes remerciements vifs et sincéres a mon superviseur de maitrise,
Dr Olivier Barbier, qui n’a cessé de me prodiguer ses conseils et ses suggestions
pertinentes, ainsi que pour ’aide et le temps qu'il a bien voulu me consacrer et pour son
suivi scientifique tout au long de ma maitrise. Sa rigueur et son dévouement pour le travail,

ainsi que son sens critique m’ont beaucoup appris.

Je remercie plus particuliérement Papa et Maman pour leur soutien, leur amour, leur
présence dans ma vie méme de loin, toutes les pages du monde ne suffiraient pour vous

remercier pour tout ce que vous avez fait pour moi.
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Egalement, je remercie mon conjoint d’étre @ mes cotés et pour ses appuis tout au long de
cette année. Merci de me soutenir, de m’encourager, de partager mes moments difficiles.
Evidemment je te remercie de m’avoir aidé dans la mise en page de ce mémoire, qui grice
a toi il a pu voir le jour, et de m'avoir tenu la main jusqu'a les derniéres lignes. Merci
notamment, de m’avoir supporté derniérement, de subir mon humeur de stress en phase de

rédaction, et pourtant quelle présence indispensable! Merci d'étre la tous les jours!

Toutefois, j'exprime aussi mes remerciements a des amies inoubliables Maria et Isabelle,
pour leurs encouragements, leurs accompagnements, sans lesquels j'aurais eu du mal a
garder I'équilibre, écarter les doutes, soigner les blessures et partager les joies. Ce mémoire
est un peu le leur. Mes chéres amies, je vous souhaite une trés bonne continuation dans vos

travaux.

Un gros merci a Jenny Kaeding, ancienne étudiante au doctorat, pour la supervision de
mes travaux particulierement au début de la maitrise. Je tiens sincérement a te remercier
Jenny pour tous ce que tu m’avais appris, pour ces heures de travail, pour ta patience, pour
tes conseils, répondant toujours a mes attentes, malgré la masse de travail surhumaine que
t’avais & ce moment, je comprenais ton humeur, t’étais en pleine rédaction de thése,
d’ailleurs ce que j’ai vécu derniérement. Bravo, pour ton nouveau boulot ! Trés bonne

continuation Jenny.

Enfin, j'adresse toute mon amitié et mes remerciements a mes collégues de laboratoire.
Martin, I’humoriste de 1’équipe, merci d’avoir joint I’équipe OB et de ramener cette
ambiance agréable avec toi. Merci d’avoir embellir mes moments de pauses en phase de
rédaction avec tes histoires de Joke, ¢a m’adoucissait la tiche! Trés bonne continuation
cher collégue, et comme tu le disais, en espérant de voir I’acquis simultanée de tes trois
diplomes en 2010 marqué sur ton CV!! Laurent, bel effort pour cette quantité de travail et
cet investissement pour tes affaires. Tu me feras montrer le fruit de ton travail! Sarah merci
pour tes conseils. Elise et Sophie, bienvenue en maitrise. Jocelyn, bonne chance pour ton
début de rédaction. Egalement, je remercie tous les autres membres de 1’équipe sans oublier

les nouveaux que je n’ai pas eu encore la chance de les connaitre.
Je tiens a remercier notamment toutes les personnes de 1’équipe CG que j’ai pu cotoyées

durant cette année. Judith et Vincent, merci pour vos encouragements. Marie-Odile,

merci pour ce « partage moral » de rédaction et de séminaire derniérement. Evidemment, je
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n’oublie pas de remercier la Dre Chantal Guillemette de m'avoir fait 'honneur d'étre I’une
des rapporteurs et rapportrices de mes travaux a plusieurs reprises. J'éprouve un profond

respect pour son travail et son parcours, ainsi que pour ses qualités humaines.

J’aimerais finir ces quelques lignes par un remerciement particulier, 8 Chantal et Olivier
pour les savoirs faires du regard scientifique critique et avisé, qu’ils nous ont appris, porté
sur nos travaux et qui ne peuvent que nous encouragez a étre encore plus perspicaces et
engagés dans nos recherches. Trés bonne continuation pour vous deux et pour que vos labo

soient toujours en avancement.



A mon pére, A ma mére
a votre accompagnement, a volre soutien

Jje dédis ce travail
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MRP-2 Multidrug Resistance-related Protein 2

MRP-1 Multidrug Resistance-related Protein 1

N-Ter Domaine Amino-Terminal

OATP1 Protéines de Transport d’ Anions Organiques

Ox-LDL High Oxydized LDL

PCR Polymerase Chain Reaction

PDGF Platelet Derived Growth Factor

PG Protéoglycanne

PLTP Protéine de Transfert des Phospholipides

PPAR Peroxisome Proliferators-Activated Receptor (Récepteur activé par les
proliférateurs de péroxisome)

PPRE Peroxisome Proliferation Response Element

RE Réticulum Endoplasmique

ROS Reactive Oxygen Species (Espéces réactives de 1’oxygene)

RXR Retinoid-X-Receptor (Récepteur X aux rétinoides)

SG Syndrome de Gilbert

SRA Scavenger Receptor (Récepteur aux éboueurs)

UDP Uridine 5’-Diphosphate

TNF Tumor Necrosis Factor

TG Triglycérides

UDPGA Uridine Diphosphate Acide Glucuronique

UGT UDP-Glucuronosyl-Transférase

UGTI1Al UDP-Glucuronosyl-Transférase 1A1
VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Molecule
VLDL Very Low Density Lipoprotein (Lipoprotéine de trés faible densité)



CHAPITRE I : INTRODUCTION



1. Athérosclérose

1.1.Définition

Les maladies cardiovasculaires sont encore a ce jour un probléme majeur de santé
publique et occupent le premier rang parmi les causes de morbidité et de mortalité
prématurée dans le monde industrialisé (Ounpuu et al., 2000). L’athérosclérose en est
une composante principale. C’est une maladie silencieuse de la paroi artérielle
susceptible d’affecter des sites majeurs des conduits artériels. Elle est initiée par une
rétention, une oxydation et une modification lipidique de la paroi, qui provoque une
inflammation chronique a ’origine d’une thrombose ou d’une sténose. La définition
descriptive de 'OMS, datant de 1958, reste valable bien qu’elle ne corresponde qu’a la
description des Iésions de fibro-athérome : «L'athérosclérose est une association
variable de remaniements de l'intima des artéres de gros et moyen calibre consistant en
une accumulation locale de lipides, de glucides complexes, de sang et de produits
sanguins, de tissu fibreux et de dépét calcaires; le tout s'accompagnant de modifications

de la media» (Who, 1958).
1.2.Découverte et historique

L’athérosclérose n’est pas une maladie des temps modernes, elle est dévoilée depuis les
époques anciennes; des plaques d’athérome incontestables sur le plan histologique ont
été identifiées chez des corps momifiés égyptiens par Sir Marc Amand Ruffer qui a

publi€¢ ses observations en 1911 (Ruffer, 1911).

Les recherches médicales ont commencé a regarder de plus pres I’altération vasculaire
au début du 19°™ siécle. En 1829, le chirurgien-pathologiste allemand Jean Lobstein
introduit le terme d’«athériosclérose» dans le cadre de son traité d’Anatomie
Pathologique, considérant que les altérations artérielles ne sont pas d’origine
inflammatoire et sont dues a une mauvaise irrigation des vaisseaux (Lobstein, 1833). Au
milieu du 19°™ siécle, 2 écoles de pathologie se confrontaient et mettaient en jeu des
descriptions des changements cellulaires inflammatoires dans les conduits artériels,
I’école de Rudolf Virchow a Berlin, en Allemagne et celle de Carl Von Rokitansky a
Vienne en Autriche (Rokitansky, 1855). Bien que Von Rokitansky ait considéré ces
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changements comme des effets secondaires et comme une sorte de pathologie humorale,
Virchow se concentre sur les causes de la maladie et les modifications cellulaires et

emploi ainsi, le terme de «pathologie cellulaire».

En 1906, Ashoff est le premier a entamer des études concernant le niveau élevé du
cholestérol au niveau des plaques athéromateuses (Aschoff, 1906). En 1910, le chimiste
allemand Windaus démontre que les plaques d’athérosclérose comprennent des tissus
connectifs calcifiés et du cholestérol (Windaus, 1910). Trois ans plus tard, AnitschKow
et Chaltow réussissent a développer une situation sévére d’athérosclérose chez le lapin a
I’aide d’une alimentation chargée de cholestérol pure (Anitschkow and Chalatow, 1913)
permettant 1’identification des facteurs de risques classiques responsables de la
progression de la maladie. Cependant, les premiers événements patho-génétiques de la
maladie sont demeurés peu clairs. C’est finalement Marchand, en 1904, qui invente le
terme d’athérosclérose qui refléte la dualité 1ésionnelle, athéromateuse et scléreuse, de la

maladie.
1.3.Epidémiologie
1.3.1. Maladie a répercussions multiples

La traduction clinique de la maladie athéromateuse se manifeste a différents niveaux, et
les conséquences sont a l’origine d’affections aigués (Giral, 1998): cardiopathies
ischémiques (l'athérosclérose des artéres coronaires); accidents vasculaires cérébraux
(AVC) (athérosclérose des artéres au niveau cérébral); artérites (90 % des cas dus a
l'athérosclérose des artéres des membres inférieurs) et ischémies aigués des membres
(Bouvenot et al., 1995). En outre, ces conséquences, sont a l'origine de nombreuses
séquelles fonctionnelles sévéres, tels que : les troubles sensitifs et de troubles du langage
dans le cas des AVC et I'insuffisance cardiaque, et des troubles du rythme dans le cas

d'infarctus du myocarde (IM).
1.3.2. Mortalité et Prévalence

1.3.2.1. Mondial



4

Les maladies cardiovasculaires occupent une place prépondérante en terme
d’hospitalisation dans les pays industrialisés. Dans le monde, 17 millions de décés sont
annuellement attribuables aux maladies cardiovasculaires (MCV), soit le tiers de tous les
déces (OMS, 2004). Les cardiopathies ischémiques et les accidents vasculaires
cérébraux sont parmi les premiéres causes de mortalité dans le monde (respectivement
7,4 et 5,1 millions de décés en 1998 selon le rapport sur la santé dans le monde (OMS)
de 1999). Ces deux causes représentent a elles seules plus de 20% des décés. L’OMS
affirme méme que le fardeau des cardiopathies ischémiques devrait continuer a

s’alourdir d’ici les 20 prochaines années (Murray et al., 1996).
13.22. USA

Aux Etats-Unis, environ 64 millions d’Américains (presque un quart de la population)
présente une certaine forme de MCV et chaque année, plus de 930 000 déces (soit 40 %
de tous les décés) sont recensés suite a un infarctus de myocarde ou a un accident

vasculaire cérébral etc. (CDC, 2004).

1.3.2.3. Canada

A T’échelle canadienne, un bilan semblable s’impose, les maladies cardiovasculaires sont
responsables d’un plus grand nombre de décés que toute autre maladie. En 1999, 78 942
personnes en ont été victimes, soit un peu plus d’un déceés sur trois chez les Canadiens
(Fdmdcd, 2003). Chez les hommes et chez les femmes, 35 % et 37 %, respectivement,
de tous les décés survenus en 1999 ont été attribuables aux maladies du coeur. Toujours
avec le plus fort pourcentage de déces associé a I’infarctus du myocarde, aux
cardiopathies ischémiques et aux accidents vasculaires cérébraux, soit 27 % des déces.
La maladie de I’appareil circulatoire est la principale cause d’hospitalisation (excluant
I’accouchement) et demeure la catégorie de maladie la plus cotteuse (18,5 milliards de

dollars par année) (SantéCanada, 2002).

1.3.2.4. Québec

En termes de prévalence de MCV, Statistique Canada en 2003 révele que cette derniére
affecte 6,4% de la population québécoise dgée de plus de 25 ans et méme atteint 19,4%

des 65 ans et plus. En termes de mortalité, 29,1% des décés sont dus au MCV au Québec
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en 2003, avec le plus grand pourcentage attribué aux cardiopathies ischémiques (16,5 %
des tous les décés). Cependant, une étude réalisée sur le plan international, portant sur 19
pays de I’Organisation de Coopération et de Développement Economiques (OCDE)
dévoile que le Québec se classe parmi les pays affichant les plus faibles taux de
mortalité¢ par maladies de I’appareil circulatoire, tant chez les hommes que chez les
femmes (Choiniere, 2003).

En revanche, au cours des 30 derniéres années, une baisse de la mortalité de 56 % pour
I’ensemble des MCV a été constatée et plus spécifiquement une baisse de 62 % pour les
cardiopathies ischémiques et les maladies vasculaires cérébrales et une réduction de
70 % pour I’infarctus du myocarde (Fdmdcd, 2003). De plus, certains auteurs (Murray
and Lopez, 1997) ont réalis¢ des projections jusqu’en 2020 : les cardiopathies
ischémiques et les AVC devraient conserver les deux premiéres places de cause de
mortalité dans le monde et méme leur prévalence devrait croitre dans les prochaines

années.

1.4.Description anatomopathologique de

I’athérosclérose

1.4.1. Rappel sur I’anatomie et la fonction de I’artére saine

L’athérosclérose est une pathologie qui touche I’intima des artéres de gros et moyens
calibres (l’aorte, le systeme carotidien, les artéres coronaires, etc.) de structures
différentes, élastiques et musculaires, mais toutes caractérisées par une structure
commune d’organisation. La paroi artérielle est formée de trois tuniques successives,
'intima, la média et ’adventice, délimitées entre elles par des limitantes élastiques

internes et externes (Figure 1).
1.4.1.1. L’intima

C’est la tunique la plus interne et la plus fine de la paroi, c’est a ce niveau que se
développe 1’athérosclérose. Elle comprend I’endothélium et I’espace sous-endothélial.
L’endothélium est constitué d’une fine couche continue de cellules endothéliales

aplaties, jointives (grice a des jonctions serrées et des jonctions communicantes) qui est
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en contact direct avec le sang. Cet endothélium sécréte de nombreuses substances :
vasoconstrictrices (endothéline, angiotensine, etc.), vasodilatatrices (prostacycline,
bradykinine, etc.), antiagrégants (prostacycline) et fibrinolytiques (activateur du
plasminogéne), ainsi que des facteurs de croissance. L’espace sous endothéliale est épais
et composé principalement de matrice extracellulaire (collagénes, fibres élastiques,
microfibrilles qui produisent des protéoglycanes (PG), des glycosaminoglycanes (GAG),
des héparane-sulfates, du glycogéne, etc.) et son épaisseur croit avec 1’age du fait d’une

accumulation de matrice extracellulaire et de prolifération de cellules musculaires lisses

(CML).
Endothélium )
s Endothélium L
conjonctif i i 1y
‘ J y

Intima Limitante
LEI elastique

Media | (&)

LEE

Figure 1 : Structure artérielle (Kahle et al., 1990).
LEE : Limitante élastique externe; LEI : Limitante élastique interne.

1.4.1.2. La media

C’est la tunique moyenne, elle est séparée de I’intima par la limitante élastique interne.
C’est la partie la plus épaisse de la paroi artérielle. Elle est constituée principalement de
CML, ordonnées, empilées en couches appelées unités lamellaires (décrite par
(Wolinsky and Glagov, 1967)), de fibres élastiques (élastine) et de collagéne.
L’organisation de ces éléments et I’architecture pariétale différent selon qu’il s’agit
d’artéres élastiques dites de conduction (artéres de gros calibre riches en fibres
élastiques dont la média est épaisse, telles que 1’aorte et 1’artére pulmonaire) ou
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d’artéres musculaires dites aussi distributrices (artéres de moyen calibre riches en
cellules musculaires). Ces artéres musculaires, sont siéges de la vasomotricité : sont
capables de se dilater (vasodilatation) ou de se contracter (vasoconstriction) afin

d’ajuster le débit sanguin et distribuer le sang aux différentes parties du corps.
1.4.1.3. L’adventice

C’est la tunique la plus externe, séparée de la media par la limitante élastique externe.
Elle est composée de tissus conjonctifs (riche en collagéne et en fibres élastiques), de
fibroblastes, et de rares myocytes. Elle est irriguée par des vasa vasorum assurant un
role nourricier vers les couches les plus externes de la média. Elle permet I’ancrage des

artéres aux structures avoisinantes.
1.4.2. Naissance et évolution des athéromes

Bien que de nombreuses notions restent inconnues, plusieurs études expérimentales,
essais thérapeutiques, études de cas témoins, etc. ‘ont décrit les mécanismes conduisant a
la formation de la plaque d’athérome. En effet, les plaques se développent
préférentiellement aux endroits soumis a un stress mécanique important comme les

ostiums, les branches de bifurcation, les embranchements ou les courbures.

La description moderne de [’athérosclérose fait intervenir trois stades évolutifs
successifs : la strie lipidique, la lésion fibro-lipidique et la plaque compliquée. Sous
I’égide de la société américaine de cardiologie, I’AHA (American Heart Association), en
1994, dans le cadre du « Committee on vascular lesions of the council on atherosclerosis
», une classification plus détaillée des lésions artérielles d’athérosclérose en 6 stades de
grade croissant a été suggérée (Stary et al., 1994; Stary et al., 1995). Cette classification
tient compte du caractére évolutif des lésions athéroscléreuses mis en évidence par des
études anatomopathologiques et épidémiologiques. La plaque d’athérosclérose apparait
comme une lente métamorphose de I’intima artérielle associée a des Iésions qui évoluent
avec I’dge (Tableau 1). Les lésions précoces (type I, Il et III) sont des lésions

cliniquement silencieuses.

A partir des données présentées dans le tableau 1, plusieurs mécanismes s’associent pour

aboutir a la formation de la plaque : la pénétration des lipoprotéines dans I’intima, le



recrutement des monocytes et leur transformation en macrophages puis en cellules

spumeuses, la réaction inflammatoire et enfin la formation de la chape fibreuse (Figure

2).

Tableau 1 : Classification des lésions de I’athérosclérose (Stary et al., 1995).

Type de lésions

Description

Lésion I :
Cellules
spumeuses isolées

L’épaississement fibro-musculaire de I’intima, commence dés la
vie feetale, se charge durant I’enfance et I’adolescence de cellules
spumeuses d’origine macrophagique. L’accumulation de ces
cellules dans I’intima induit 1’adhésion de monocytes a
1I’endothélium et favorise I’évolution vers le stade I1.

Lésion II :
Stries lipidiques

Les lésions de type II se caractérisent par une accumulation, dans
la couche sous-endothéliale de I’intima, des macrophages
spumeux, des CML remplis de lipides et des lymphocytes T. Les
cellules chargées de lipides induisent une réaction inflammatoire et
finissent par devenir des stries lipidiques. Deux types de lésions de
type II sont identifiés. Les lésions de type Ila, les plus rares,
caractérisées par la présence de plusieurs couches superposées de
CML et vont donner naissance aux lésions de type III. Les lésions
de type IIb contiennent peu de CML, qui ne progressent pas ou
progressent seulement chez des sujets avec une concentration
plasmatique trés élevée de lipoprotéines athérogénes (Berenson et
al., 1998).

Lésion I1I :
Pré-athéromateuse

Les lésions III apparaissent entre 10 et 20 ans chez I’homme,
histologiquement, elles sont caractérisées par des gouttelettes
lipidiques extracellulaires accumulées sur 1’épaississement déja
décrit, formant des agrégats, visibles au microscope.

Lésion 1V :
Athéromateuse

Ces lésions sont présentes chez I’homme de 20 a 30 ans, sont
caractérisées par une augmentation des pools de vésicules
lipidiques extracellulaires qui deviennent confluentes et fusionnent
pour former le core lipidique (centre athéromateux). Des dépots de
calcium apparaissent et des capillaires bordent le noyau.

Lésion V :
Plaque fibro-
Athéromateuse

C’est la 1ésion typique d’athérosclérose, elle apparait aprés 40 ans.
Elle est caractérisée par la production de tissu fibreux dans
I’intima, riche en collagéne et en CML. Ce tissu fibreux borde le
centre nécrotique et forme la chape fibreuse. Cette Iésion peut étre
de type Va : plusieurs centres lipidiques recouverts par une épaisse
chape fibreuse; ou de type Vb: la chape recouverte par des
calcifications; ou de type Vc : la lésion est essentiellement fibreuse
et constituée de CML et de matrice extracellulaire. Le centre
nécrotique et les cellules inflammatoires disparaissent de ce type
de lésion.




Type de lésions

Description

Lésion VI :
Plaque
athéroscléreuse
compliquée

La survenue de la plaque compliquée est responsable de la
majorité¢ des événements aigus. Elle survient généralement aprés
40 ans. On distingue les 1ésions de type Vla, caractérisées par la
rupture de la chape fibreuse. Les lésions de type VIb se
caractérisent par 1’apparition d’une hémorragie intraplaque sous
I’effet de contraintes hémodynamiques. Enfin, les Iésions de type
Vlc se caractérisent par 1’apparition d’une thrombose, qui peut
étre occlusive dans les artéres de moyen calibre et contribue a un
rétrécissement de la lumicre artérielle (et a 1’évolution de la
plaque) dans les artéres de gros calibre.

Lésion VII :
Autres types
de complications

La survenue d’un thrombus a la surface d’une plaque compliquée
est parfois accompagnée d’une embolie périphérique (embolie de
cholestérol). L’anévrysme est un autre type de complication,
défini par un élargissement du calibre artériel associé a un
amincissement de la paroi (quasi-disparition de la média) (Bonser
et al., 2000; Xu et al., 2001).

1.4.3. Rappel sur les lipoprotéines

Les lipoprotéines plasmatiques sont des sphérules composées d’un noyau apolaire

(hydrophobe, de triglycérides et de cholestérol estérifié) et d’une enveloppe polaire (de

phospholipides, de cholestérol libre) et d’une partie protéique, I’apolipoprotéine (apo).

Ces demnieres interviennent dans différentes étapes du métabolisme des lipoprotéines

telles que la synthése, la sécrétion, la maturation, les transformations plasmatiques et le

catabolisme. Elles jouent aussi le réle d’un ligand permettant aux lipoprotéines de se

fixer sur les récepteurs cellulaires en vue de leur internalisation. Selon leurs propriétés

physico-chimiques, les lipoprotéines sont classées par ordre croissant de densité :

* Les chylomicrons, synthétisés par les cellules intestinales, servent a véhiculer les

triglycérides (TG) provenant des lipides alimentaires des intestins aux tissus
périphériques (Larifla, 2002).
* Les lipoprotéines de trés basse densité ou VLDL (Very Low Density Lipoprotein

Cholesterol) sont principalement synthétisées par les hépatocytes, sont responsables

du transport lipidique du foie vers les tissus périphériques (Pownall and Gotto, 1999).

Les VLDL sont riches en TG et pauvres en cholestérol.
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* Les lipoprotéines de densité intermédiaire ou IDL (Intermediate Density Lipoprotein)
ou remnants de VLDL, sont issues de I’hydrolyse des VLDL par les lipases, leur
densité est comprise entre celle des VLDL et des LDL. Les IDL sont athérogénes,
mais elles sont présentes en trés faible quantité dans les conditions normales.

* Les lipoprotéines de basse densité ou LDL (Low Density Lipoprotein Cholesterol)
sont synthétisés par le foie, soit directement, soit par I’intermédiaire des IDL (les
LDL sont le produit final du catabolisme des VLDL). Elles sont riches en cholestérol
et de I’apo Bjgp et assurent la distribution du cholestérol aux tissus périphériques. Les
LDL constituent des particules athérogénes et sont internalisées a 1’aide des
récepteurs aux LDL (B et E)

= Les lipoprotéines de haute densité ou HDL (High Density Lipoprotein Cholesterol)
sont formées dans le foie et excrétées par exocytose dans la circulation sanguine.
Elles sont riches en cholestérol et en apo (A et E) et pauvres en TG. Les HDL captent
le cholestérol au niveau des cellules périphériques et permettent son retour au niveau
du foie, elles assurent ainsi 1’épuration du cholestérol sanguin, d’ou leurs propriétés

anti-athérogenes (Larifla, 2002).
1.4.4. Infiltration des LDL dans ’intima

Des les premiéres années de la vie, la concentration des LDL natives pourrait s’¢lever,
ils quittent, en conséquence, la lumiére artérielle en franchissant les cellules
endothéliales et pénétrent dans I’intima. Cette traversée de I'endothélium vasculaire par
les LDL initie le processus d'athérogénése. Les facteurs exacts qui favorisent ce passage
sont mal connus. Cependant, il existe une relation nette entre la concentration du
cholestérol sanguin et le développement de cette infiltration lipidique (Williams and
Tabas, 1995). De nombreuses études récentes ont démontré la présence d’une
dysfonction endothéliale chez des enfants asymptomatiques et des adultes jeunes, qui
favorisent cette infiltration lipidique (Bonetti et al., 2003). Elle se caractérise par une
diminution de la biodisponibilité des vasodilatateurs, en particulier du monoxyde d’azote
et par une augmentation des facteurs de constriction, tels que I’enzyme de conversion de
I’angiotensine (Ross, 1993). Ces substances et ces mécanismes sont susceptibles

d’augmenter la perméabilité de ’endothélium aux LDL natives.
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C'est au cours de cette étape que le profil sanguin des LDL a le plus d'impact. La
pénétration des LDL dans le sous-endothélium est en effet, inversement proportionnel a
leur taille, ce qui fait jouer aux LDL petites et denses, un role prépondérant (Dejager and
Turpin, 1998). En outre, de multiples études épidémio-cliniques ont mis en évidence une
corrélation positive : ce profil de prépondérance de petites LDL denses est

significativement associ€ a un risque accru de développer une maladie cardiovasculaire

(Austin et al., 1988; Krauss, 1991).
1.4.5. Rétention et accumulation des LDL dans ’intima

La matrice intimale normale contient des héparanes de sulfates produits par les cellules
endothéliales et les CML de la media (Praillet et al., 1998a). Ces PG sont des molécules
constituées d'une protéine appelée «core protein » sur laquelle sont attachées des GAG.
On peut identifier les PG en fonction du type de GAG qu’ils portent : PG a sulfates de
chondroitines (CSPG) et PG a sulfates de chondroitines (CSPG).

Au sein du processus d'athérosclérose (Praillet et al., 1998b), s’effectue une modification

de la synthése des PG par les CML ainsi que par les cellules endothéliales. On note :

®* Une diminution de la synthése des HSPG qui sont des inhibiteurs de la
prolifération des CML (Galis et al., 1993), contribuerait a la prolifération de ces

deniers au cours de l'athérogénése.

* Une augmentation de la synthése des CSPG qui ont plus d’affinité aux LDL

(Praillet et al., 1998b), ceci contribue donc a amplifier encore plus cette affinité.

Ces modifications sécrétoires sont liées a la sécrétion, par les plaquettes, de PDGF
(Platelet Derived Growth Factor) qui est chimiotactique et mitogeéne pour les CML.
Suite a tous ces mécanismes, les LDL s’accumulent tant que le flux d’entrée dans

I’intima est supérieur au flux de sortie a travers la média (Nordestgaard and Nielsen,
1994).

1.4.6. Oxydation des LDL

L'oxydation des LDL est une étape déterminante pour la poursuite du processus

d'athérogénése. Elle se procéde en quatre étapes, dont les 2 premiéres font partie de la
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phase (I), phase d’oxydation légére et la troisiéme et la quatriéme étape appartiennent a

la phase (1I), la phase d’oxydation avancée (Figure 3) (James, 1993) :

1) Phase d'initiation : les radicaux libres s'attaquent aux lipides, surtout aux acides gras
polyinsaturés qui sont particuliérement vulnérables du fait de leurs doubles liaisons.
Ceci entraine des modifications lipidiques se matérialisant par une perte en acide gras
polyinsaturés et en anti-oxydants (vitamine E, ubiquinol, ...) (Esterbauer et al., 1990).
Cette étape est déclenchée par certaines cellules de la paroi artérielle (cellules

endothéliales, CML, monocytes-macrophages).

2) Dans une seconde étape, il y a propagation de ces modifications chimiques aux

autres lipides. Cette propagation s'effectue dans un ordre aléatoire.

3) Ceci entraine dans une troisiéme étape, la dégradation et la libération de fragments
lipidiques, tel que les peroxydes lipidiques dont l'accumulation est cytotoxique et
particuliérement les aldéhydes (comme le malondialdéhyde), qui sont des produits de
dégradation de ces lipides.

4) Les aldéhydes formés, se lient a la partie protéinique des LDL (I'apo-Bg),
modifiant dans un premier temps son activité physiologique (modification covalente

et augmentation de sa charge négative) puis sa dégradation (Haberland et al., 1990).

A I'état normal, les LDL sont éliminées par l'intermédiaire des récepteurs B/E aux LDL
auxquels elles se lient a 1’aide d'un site de liaison situé au niveau de 1'apo B. Il s'agit d'un
processus anti-athérogéne parce qu’il diminue la synthése intracellulaire de cholestérol;
limite l'expression de ces récepteurs a la surface des cellules, protégeant ainsi les cellules
d'une absorption excessive de cholestérol et favorisant I'élimination du cholestérol

hépatique par les voies biliaires (James, 1993).

Quand elles sont oxydées, les LDL sont reconnues par d'autres types de récepteurs, les
récepteurs « éboueurs » (ou scavenger receptors) des macrophages (Dejager et al.,
1993). Ces récepteurs « scavenger » entrainent les LDL dans un processus athérogene,
surtout si cette voie est non rétro-régulée : la syntheése intracellulaire du cholestérol est
non diminuée. Ce processus engendre une absorption excessive de cholestérol dans les
macrophages, d’ou la formation de cellules spumeuses (ou foam cells) (Dejager et al.,

1993).
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Figure 2 : Les étapes de formation de la plaque athéroscléreuse (Cohen, 1997).

Les mécanismes responsables de la formation des plaques d’athéroscléreuses se divisent
en différentes étapes : (1) Pénétration des LDL dans I’intima; (2) ou ils subiront une
oxydation; (3) les monocytes circulants s’adhérent & 1’endothélium et pénétrent dans
I’intima ou ils s’évoluent en macrophages; (4) il y aura formation de cellules spumeuses
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a partir des macrophages et des CML; (5 et 6) les CML proliférent, migrent de la média
vers l’intima et sécrétent du collagéne, des fibres élastiques ainsi que des
protéoglycanes; (7 et 8) I’accumulation de tissu conjonctif, de lipides, de CML et de
cellules spumeuses aménent & la formation de la plaque athéromateuse; (9 et 10) aprés
rupture de la plaque, I’adhésion, I’activation et 1’agrégation plaquetaire entrainent la
formation d’un thrombus. (CS : cellules spumeuses; CML : cellules musculaires lisses;
LDL: Low Density Lipoprotein; LDL-ox: LDL oxydées; Lip.: lipides; PG:
protéoglycane; TC : tissu conjonctif).
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Figure 3 : Oxydation des LDL (James, 1993).

1.4.6.1. Les différentes LDL oxydées et leurs propriétés

Les processus d'oxydation des LDL sont des phénomeénes trés complexes (Steinberg,
1997). De nombreuses variétés de LDL oxydées (LDL-ox) ont été identifiées. En plus de
leur diversité structurale, les LDL-ox sont caractérisées par des différences

fonctionnelles (Berliner et al., 1995). On distingue :

1) Les MM-LDL (Minimally oxidized LDL ou LDL faiblement oxydifiées), produites
lors de la phase d’oxydation légeére, entrainent la sécrétion de plusieurs facteurs pro-
inflammatoires, par les cellules endothéliales, telles que : les protéines activatrices M-

CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor) et MCP-1 (Monocyte Chemotactic
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Protein-1) qui facilitent I’entrée des monocytes dans I’intima (Liao et al., 1991) et
favorisent leur évolution en macrophages (Berliner et al., 1995).

2) Les Ox-LDL (highly Oxidized LDL), produites lors de la phase d’oxydation avancée,

sont cytotoxiques et favorisent la formation de cellules spumeuses.

1.4.7. Transformation des monocytes-macrophages en

cellules spumeuses

Les MM-LDL ainsi formées stimulent la sécrétion par les cellules endothéliales de
protéines activatrices, MCP-1 et MCSF. Ces protéines favorisent, successivement,
l'adhésion des monocytes circulants aux cellules endothéliales, leur migration a travers
la paroi, leur différenciation en macrophages (au contact de la matrice extracellulaire)

ainsi que leur séquestration au niveau intimal (Figure 4).

Monocyte
‘:: DL  via4 @ Lymphocyte _
© -

Adhérence ¥
VCAM-1 —

Figure 4 : Etapes clés de la formation des stries lipidiques, précurseurs des plaques
d’athérome (Toussaint, 2003).

L’augmentation de la perméabilité endothéliale favorise I’infiltration et 1’accumulation
des LDL dans I'intima artérielle, ou elles subissent des lésions oxydatives. Plusieurs
types de LDL-ox pro-inflammatoires sont ainsi formés. Parallelement, les cellules
endothéliales activées sécrétent des protéines d’adhésion (M-CSF et MCP-1) qui
favorisent le recrutement des monocytes dans I’intima et leur transformation en
macrophages. Ces macrophages expriment des récepteurs scavengers qui reconnaissent
les LDL-ox favorisant une accumulation intracellulaire de cholestérol et la formation de
cellules spumeuses. Ces derniéres produisent des facteurs pro-inflammatoires et pro-
thrombogénes qui favorisent la progression de la plaque.
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L'adhérence des monocytes a I'endothélium implique la liaison de molécules exprimées
a la surface endothéliale, les molécules d'adhérence VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion
Molecule) et ICAM-I (intercellular adhesion molecule), a des ligands de la famille des
intégrines (intégrine CD-18) ainsi que de la famille des sélectines (E et P), présents sur
la membrane des leucocytes. Les molécules d'adhérence sont peu ou pas exprimées a la
surface d'un endothélium normal, mais leur expression peut étre induite par les LDL-ox
(Berliner et al., 1995) ou par des molécules pro-inflammatoires comme les cytokines
(TNFa, IL1, INF-y et des CSFs) ou la lipoprotéine (a) (Lpa) (Figure 4). En effet, ces
multiples cytokines sont sécrétées par les macrophages également en réponse a une
stimulation exercée par les LDL-ox. Les cytokines favorisent la pénétration d’autres
monocytes et la pérennisation de I’inflammation, ainsi que I’activation endothéliale.

(Witztum and Steinberg, 1991).

Une fois dans la paroi, le role théorique des macrophages est le rassemblement et
1'élimination des corps anormaux, or la sortie de ces macrophages est fortement inhibée
par les LDL-ox qui sont donc capables de les garder en séquestration in sifu. Ainsi, il y a
une accumulation, a l'intérieur de la paroi artérielle, d'une quantité importante de
macrophages remplis de lipides et capables d'oxyder d'autres LDL pénétrant dans
I’intima. Cette accumulation de macrophage est a l'origine d’une oxydation plus
importante des LDL, donnant naissance a la forme oxydée avancée (highly Oxidized
LDL) qui n’est plus reconnue par les récepteurs B/E mais par les récepteurs scavengers
(SR-A, CD36, CD68) des macrophages (a I’aide d’un mécanisme d’endocytose) et puis
internalisée. Les récepteurs scavengers, a l'inverse des récepteurs classiques des LDL
normales, ne sont pas régulés négativement par le contenu intracellulaire en cholestérol
(de Winther et al., 2000). Comme cette voie métabolique n’est pas rétrocontrolée, les
macrophages deviennent excessivement remplis en lipides et surchargés d'esters de
cholestérol et se transforment ainsi en cellules spumeuses. C’est le premier stade de la

formation de la plaque d’athérome (Suzuki et al., 1997).
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1.4.8. Transformation progressive des stries lipidiques en

plaque et balance inflammatoire

Les cellules spumeuses, lorsque leur nombre s’éléve, se rassemblent dans des stries
lipidiques (protrusion de couleur jaune) avec des monocytes, des macrophages, des
lymphocytes T, des cytokines, dans un état d’inflammation chronique. C’est le point de
départ d’une lésion athéroscléreuse. En outre, les macrophages s’y multiplient et
entretiennent cette inflammation chronique, a laquelle participent des cytokines pro-
inflammatoires : TNFa (tumor necrosis factor), IL-1, 1L-6, IL-8, IL-12, IFNy. Ces
cytokines concourent a la formation et a la progression de la plaque, par une modulation
de la prolifération fibreuse, par I’intermédiaire de plusieurs mécanismes; elles stimulent
(Opal and DePalo, 2000) :

® Une production de collagénes I et III, de fibres élastiques et PG, par les CML. Ces
CML sont fortement stimulées par I’IL-1 et le TNFa.

* Une production par les CML, de métalloprotéinases (MMP) (Matrix

Metalloproteinases) capables de dégrader les protéines de la matrice extracellulaire.

1.4.9. Formation du centre athéromateux et de la chape

fibreuse

Les lipides de la plaque sont d’abord essentiellement intracellulaires puis
extracellulaires. A ce stade, ils se regroupent pour former un amas appelé cceur lipidique
ou centre athéromateux. La plaque d’athérosclérose adulte se caractérise par la formation
d’une chape fibro-musculaire qui isole le centre lipidique de la lumiére artérielle. La
chape fibreuse, de type cicatriciel, est composée de CML et de protéines de matrice
extracellulaire (collagéne, élastine, PG). Parall¢lement, les CML migrent de la média
vers I’intima, elles s’accumulent de fagon progressive et encapsulent graduellement le

centre athéromateux (O'Brien et al., 1993).
1.4.10. Complication de la plaque : rupture ou érosion

L’athérosclérose devient vraiment une maladie au stade des Iésions compliquées.

L’évolution de la plaque d’athérosclérose se déroule sur de nombreuses années, elle
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atteint un stade ou son expression clinique est révélée par des manifestations
ischémiques chroniques fréquentes. Dans ce cas, la plaque est responsable d’une sténose
rétrécissant la lumiére artérielle de plus de 50 % en diamétre. Dans d’autres situations,
elle s’évolue vers la formation d’anévrysme, engendrée suite a une destruction des
éléments structuraux de la matrice extracellulaire. La gravité de 1’athérosclérose tient
essentiellement au risque permanent d’accident aigu qui fait intervenir un processus
thrombotique (la formation d’un caillot de sang au sein d’une veine ou d’une artére,
bloquant la circulation sanguine). A titre d’exemple, au niveau coronaire, la thrombose
est a ’origine des incidents d’angor instable et des infarctus. Le déclencheur de ces
accidents est toujours un phénoméne mécanique : rupture ou érosion de la plaque. Les
plaques les plus sensibles & la rupture sont les peu serrées, molles, riches en lipides, de
coloration jaundtre et ont un centre lipidique important avec une chape fibreuse fine, au
contraire des plaques moins vulnérables qui sont plus stables, sont les plus serrées,
grises, dures et ont un centre lipidique de petite taille isolé avec une chape fibreuse
¢paisse et solide. L’érosion de la plaque sans rupture de la chape fibreuse peut étre aussi
un mécanisme déterminant dans la survenue d’une thrombose artérielle (Virmani et al.,
2000). L’érosion est responsable des 40% des cas de thrombose et plus de 40% des
morts subites. Quant a la rupture de la plaque, c’est I’événement le mieux caractérisé
pouvant conduire aux accidents thrombotiques aigus. Cette rupture est liée a trois
mécanismes : 1’évolution en taille et en volume du centre athéromateux (Davies et al.,
1993); I'inflammation et la dégradation matricielle de la chape fibreuse (Falk, 1999) et
le défaut de réparation de la chape par les CML (Kockx and Herman, 2000). En effet, le
centre athéromateux est une zone avasculaire, pauvre en cellules, riche en lipides,
dépourvue de support collagénique. Il joue un réle a la fois dans I’induction de la rupture
de plaque a partir de I’évolution de sa taille ainsi que dans I’initiation de la thrombose

par sa forte rétention de facteurs prothrombogénes (comme le facteur tissulaire).
1.4.11. Thrombose artérielle

Les plaques ont d’importantes potentialités thrombogéniques. La coexistence de lipides
extracellulaires, de cellules spumeuses et de cellules inflammatoires est un facteur

essentiel de thrombogénicité. La rupture ou 1’érosion de plaque est le point de départ
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d’un processus thrombogénique qui repose théoriquement sur plusieurs étapes :
I’adhésion et I’activation plaquettaire suivie de I’agrégation plaquettaire.

Les plaquettes, cellules circulantes, anucléées présentent a leur surface plusieurs types
de récepteurs (intégrines, thrombine, etc...) activés par des ligands glycoprotéiniques.
L’activation coordonnée de plusieurs couples récepteurs-ligands glycoprotéiniques est
indispensable a 1’adhésion de plaquettes au sous-endothélium. Cette adhésion
s’accompagne d’une activation qui induit un changement de conformation plaquettaire.
Dans la suite, se forment des ponts moléculaires fixant les plaquettes circulantes aux
plaquettes déja déposées et c’est par ce mécanisme que se construit (« brique par
brique »), le thrombus plaquettaire (Kieffer and Phillips, 1990). Un processus de
coagulation succéde a I’adhésion et 1’agrégation plaquettaire. Le contact entre le sang
circulant et le centre nécrotique ou le facteur tissulaire (un récepteur cellulaire initiateur
de la coagulation physiologique) est synthétisé et sécrété par les CML et les
macrophages, constitue une étape clef de la thrombose (Tedgui and Mallat, 2000). Le
facteur tissulaire qui un est facteur déterminant de la thrombogénicité est fortement
induit par les éléments de 1’inflammation ainsi que par les LDL-ox. C’est le contact du
facteur tissulaire avec le sang circulant qui permettra, par son association avec un autre
facteur (facteur VIla), I’activation de la cascade enzymatique qui conduit a la formation
de thrombine et au dépét de fibrine, a I’origine de thromboses. Finalement, la survenue
d’un processus thrombotique au niveau de la lésion coronarienne n’implique pas
forcément I’occlusion totale du vaisseau. Le thrombus peut rester pariétal et s’associer le

plus souvent a un épisode d’angor instable.
Comme indiqué et expliqué dans ce chapitre, les niveaux plasmatiques élevés de LDL-

ox jouent un role majeur dans le processus athérosclérotique; donc, la réduction de ces

lipoprotéines athérogeénes est une cible prioritaire dans la prévention des MCV.



20

2.Facteurs de risques

D’une fagon générale, le risque de développer une MCV donnée peut varier en fonction
de la présence ou de I’absence de caractéristiques individuelles (dge, sexe, profil
lipidique et génétique, etc.) et socio-économiques ou environnementales. Les facteurs de
risque (FR) sont variés et leur contrdle est devenu primordial dans prise en charge de ces
maladies qui se traduit par une prévention primaire dans la population générale et une
secondaire chez les patients a risque subissant des manifestations cliniques. Parmi les

FR, on distingue : les facteurs modifiables et les facteurs non modifiables.

2.1.Facteurs de risque non modifiables

2.1.1. L’age

L’incidence et la mortalit¢ des MCV augmentent avec 1’dge de fagon quasi
exponentielle. Le vieillissement naturel de I’organisme en est la principale cause. Ce
vieillissement s’accompagne également de la modification d’autres FR (élévation de la
tension artérielle, du taux de cholestérol, etc.), et évidemment, la dégénérescence
« naturelle » de la paroi artérielle. L’age d’apparition de ces manifestations se situe entre
55 et 75 ans.

2.1.2. Le sexe

Toutes les études aboutissent aux mémes conclusions : les affections liées aux MCV
sont plus fréquentes pour le sexe masculin et augmentent progressivement avec I’dge. En
combinant age et sexe, le risque de faire un accident cardiovasculaire augmente a partir

de 55 ans chez ’homme et a partir de 65 ans chez la femme.
2.1.3. Les antécédents familiaux de MCV

Les sujets ayant des antécédents familiaux de maladies coronaires prématurées, avant 55
ans chez un homme et avant 65 ans chez une femme, ont un risque d’infarctus de deux a

cinq fois plus élevé que ceux qui n’ont pas de tels antécédents. Ces relations parentales
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peuvent refléter le partage d’un environnement commun (habitudes alimentaires) et/ou

des caractéres génétiques de prédisposition.
2.2.Facteurs de risque modifiables

2.2.1. Hypertension artérielle

L’hypertension artérielle (HTA) est définie comme étant une tension systolique > 140
mmHg ou une tension diastolique > 90 mmHg. La mortalité cardiovasculaire est
multipliée par 3 lorsque la pression artérielle systolique est > 160 mm Hg (Berenson et
al., 1998).

2.2.2. Le diabéte de types 1 et 2

Qu’il s’agit du diabéte non insulino-dépendant (type 2) ou du diabéte insulino-dépendant
(type 1), le diabete multiplie par 2 chez ’homme, et par 3 a 4 chez la femme, le risque

relatif de maladie coronaire (Barrett-Connor et al., 1991; Knowler et al., 1991).
2.2.3. L’obésité

Une surcharge pondérale (index de masse corporelle ou IMC >30 kg/m®) est un
parametre prédisposant aux MCV, particuliérement si une obésité¢ abdominale (rapport
tour de taille/tour de hanches > 1 chez I’homme, ou > 0,85 chez la femme) est présente
(Dagenais et al., 2005). Les obéses sont le plus souvent hypertendus, sédentaires,
diabétiques, hyperlipidémiques, etc. L’association réguliére de I’obésité a de tels FR
essentiels fait douter de son caractére génétique lié & un régime alimentaire inadéquat

ainsi qu’a un mode de vie sédentaire.
2.2.4. Tabac

Le risque cardiovasculaire est corrélé de fagon linéaire a la consommation de tabac et a
la durée de I’intoxication. Chez les hommes de moins de 65 ans, 45% des décés résultant
d’une MCV sont dus a la consommation tabagique, alors que chez les femmes ce

pourcentage est de 40% (English et al., 1995).
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2.2.5. La sédentarité

Les MCV sont 2 a 3 fois plus importants chez les sujets sédentaires que chez ceux qui

pratiquent une activité physique réguliére (Marcus et al., 1998).
2.2.6. Surconsommation d’alcool

Il existe une corrélation curviligne entre les niveaux de consommation d’alcool et le
risque de décés par MCV. Une consommation modérée d’alcool (environ 2 verres
standards par jour pour homme et 1,2 verre standard pour femme) a un effet protecteur

vis-a-vis des MCV. Au-dela des consommations standards, le risque de MCV augmente.
2.2.7. L’alimentation riche en graisses saturées

Son réle dans le développement des MCV est bien établi. La consommation d’aliments
et de boissons sucrés tient évidemment une grande place dans le développement du
diabéte, du surpoids et de ’'HTA; des FR qui pourraient conduire 8 des MCV. En outre,
la suralimentation est en étroit lien avec la sédentarité : syndrome « chips-coca-télé »,

aliments industriels trop sucrés et trop gras », ainsi que le « fast food drive ».
2.2.8. Stress et profil psychologique

Il est bien connu que I’IM peut étre précipitée par le stress mental (O'Loughlin et al.,
1998), augmentant ainsi le besoin d’oxygéne myocardique, qui causera une agrégation

plaquettaire et une vasoconstriction, a I’origine de MCV (Wilson et al., 1994).
2.2.9. Facteur de risque majeur : Dyslipidémies

Les dyslipidémies demeurent un des FR cardiovasculaires majeurs, en particulier pour
les cardiopathies ischémiques. Il est maintenant démontré que le traitement de la

dyslipidémie diminue la morbi-mortalité cardiovasculaire (Ford et al., 2007).

On distingue différents types de dyslipidémies :

1) Les hypolipidémies (diminution du taux des lipides sanguins) sont principalement
représentées par I'hypocholestérolémie (diminution du taux de cholestérol sanguin).

Les hypolipidémies sont généralement dues a des insuffisances alimentaires

importantes ou 4 des maladies du tube digestif qui diminuent I'absorption des lipides
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alimentaires. Ces anomalies purement biologiques n'ont aucune conséquence (ni

symptomes ni complications) en elles-mémes.
2) Les hyperlipidémies (augmentation du taux de lipides sanguins) sont principalement

représentées par I'hypercholestérolémie, I'hyperchylomicronémie et

I'hypertriglycéridémie qui peuvent avoir un effet athéroscléreuse.

Tableau 2 : Les classifications des taux du cholestérol et des triglycérides (NCEP,
2001).

Niveau Cholestérol total LDL HDL Triglycéridémie
Optimal <24g/ <1,45g/1 < 0,4-0,55¢g/1 < 1,5g/1
Limite 2,4-2,5¢/1 1,45-1,6g/1 - 1,5-2g/l
Elevé >2,5g/1 > 1,6g/1 > 0,6g/1 >2g/l

Les taux normaux sont définis par des niveaux normaux de cholestérol, de LDL et de
HDL permettant dans certaines mesures de se mettre a [’abri des risques
cardiovasculaires. Selon les guides de pratiques européennes et américains, chez un
adulte, la cholestérolémie est limitée aux valeurs suivantes 2,40 et 2,50g/1
respectivement, au-dela, le cholestérol est considéré comme élevé. Un niveau de
cholestérol est considéré optimal s’il est inférieur a 2,40g/1 et élevé s’il est supérieur a
2,50g/1. Ces valeurs croissent avec 1’age, aprés 70 ans, elles ont tendance a s’abaisser, ce
qui peut étre lié a une sélection par décés des sujets les plus a risques. Quant a la valeur
optimale du LDL, elle est souhaitée inférieure a 1,45g/l. Alors que le HDL se situe a une
valeur optimale de 0,4g/l chez I’homme et de 0,55g/1 chez la femme pour un risque
standard. Concernant la triglycéridémie, elle est a une valeur limite si elle est comprise
entre 1,5 et 2,0g/l, optimale si elle est inférieure a 1,5g/1 et pathologique au-dela de
2,0g/1 (Tableau 2).

2.2.9.1. Différents types d’hyperlipidémies

La classification internationale de Fredrickson classe les hyperlipidémies par type de
lipoprotéine dont la concentration plasmatique est élevée (Fredrickson et al., 1967).

Selon cette classification, six phénotypes d’hyperlipidémies sont décrits (Tableau 3) :
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1) Quatre sont liés a I’augmentation du niveau d’une seule lipoprotéine, connue sous le
nom d’hypertriglycéridémie prédominante : type I (élévation des chylomicrons), type
IIa (élévation des LDL), type IlI (élévation des IDL), type IV (élévation des VLDL).

2) Deux liés a I’augmentation simultanée de la concentration de deux lipoprotéines,
nommées hypertriglycéridémies mixtes: type IIb (LDL et VLDL) et type V
(chylomicrons et VLDL).

Tableau 3 : Classification des hyperlipidémies selon Fredrickson

Type  Nominations Lipoprotéines  Description
Augmentée
| Hypertriglycéridémie ~ Chylomicron  Elévation de chylomicron.
Majeure
lia Hypercholestérolémie = LDL Taux normal de TG (1,35g/L);
Pure taux élevé de cholestérol (3g/L);
une forte teneur en LDL.
11b Hyperlipidémie LDL + VLDL Taux élevés de TG (3,15g/L); taux
Combinée élevé de cholestérol (3g/L); une
forte teneur en LDL.
11 Hyperlipidémie IDL* Taux élevé de TG (3,2g/L); taux
de cholestérol plus élevé (3,45g/L).
v Hypertriglycéridémie =~ VLDL Taux trés élevé de TG (3,85g/L);
Endogéne taux presque normal de cholestérol
(2,45g/L).
\Y% Hypertriglycéridémie =~ VLDL Taux tres élevé de TG (14g/L); un
Majeure + Chylomicron taux €levé de cholestérol (3,8g/L).

*(IDL : remnants des particules riches en TG).

Le désavantage dans ce type de classification est la variation du phénotype d’un jour a
’autre. Le type IV peut se transformer en type V ou en type IIb. Donc, un méme
individu peut présenter alternativement un phénotype Ila, IIb et IV.

Les hypertriglycéridémies prédominantes (I, V, IV) et les hypertriglycéridémies mixtes
se traduisent par des complications : pancréatites et athéroscléreuses respectivement,
notamment [’hyperlipidémie de type III qui est hautement athérogéne (De Gennes,
1971). Nous décrirons ainsi seulement les hyperlipidémies impliquées dans

1’athérosclérose, qui constituent une cause majeure a I’origine de cette maladie.
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2.2.9.1.1. L’hypercholestérolémie pure (type IIb)

On distingue 2 grands groupes dans ce type d’hypercholestérolémie : la forme dite
familiale (hypercholestérolémie familiale (HF)) a transmission autosomique et la forme
polygénique. Cette derniére est associée a plusieurs défauts protéiques d’origine
génétique en rapport avec un régime alimentaire riche en cholestérol et en graisses
saturées. Tandis que I’HF comporte deux affections dont la premiére est associée a un
défaut des récepteurs aux LDL (la mieux connue) et la seconde est une mutation
touchant la structure de 1’apoB-100. Cette forme familiale est une maladie sévére
monogénique a transmission autosomique dominante. Elle peut donner naissance a un
phénotype hétérozygote (1/500) de descendant ainsi qu’a un phénotype homozygote
(1/1000 000) trés rare (Austin et al., 2004). Des mutations naturelles (défaut de synthése,
de maturation, etc.) du géne codant pour le récepteur des LDL sont a 1’origine de cette
maladie (Bruckert and Chapman, 1994), résultant en un niveau de LDL trés élevé
(>5g/1). Le traitement courant actuellement est 1’aphérése hebdomadaire des LDL,
associée a de fortes doses de statines, permettant de diminuer de 50 % le taux circulant
de LDL.

2.2.9.1.2. L’hyperlipidémie de type IIb

C’est I’hyperlipidémie la plus fréquente, elle est mixte et caractérisée par une ¢lévation
de TG et de cholestérol qui peut exprimer des symptomes, tels que des dépdts cornéens
(dépdt de cholestérol a la périphérie de la comée) et des xanthélasmas (dépdt de
cholestérol jaunatre sur les paupieres). Ce type de dyslipidémie est associ€ a un trouble
du métabolisme glucidique ou une HTA. L’analyse biologique du sérum d’un patient a
jeun, montre une élévation du cholestérol, du niveau de LDL et donc d’apo B ainsi
qu’une augmentation des VLDL. Tandis que, le taux des HDL est diminué. Dans la
plupart des cas, cette hyperlipidémie se manifeste comme une hyperlipidémie familiale a
une transmission autosomique dominante et nommée hyperlipidémie familiale
combinée. Le traitement de cette hyperlipidémie fait appelle, en plus de mesures
hygiéno-diététiques, I’emploi de 3 classes de médicaments : les résines, les fibrates de

2'™ génération et les statines.
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2.2.9.1.3. L’hyperlipidémie de type III

Cette hyperlipidémie liée a une mutation génétique rare est caractérisée par un risque
athérogene trés élevé qui pourrait étre tripolaire : cceur, membres inférieurs et carotides.
Cette anomalie est soulignée par une cholestérolémie totale et une triglycéridémie
anormale de 3 et 5g/L respectivement. Les manifestations cliniques sont les suivantes :
xanthomes tubéreux (tumeurs cutanées bénignes riches en dépéts lipidiques de couleur
jaundtres), dépéts jaunes orangés de plis palmaires (tache jaunitre linéaire qui se localise
au creux des plis de flexion de la main.). La physiopathologie du type III est centrée sur
I’apo-E (Utermann et al., 1979) qui est codée par 3 alléles co-dominants (E2, E3, E4) sur
un méme locus, donnant lieu & 6 phénotypes possibles. Les patients exprimant ce type
III montrent principalement un phénotype E2/E2 qui est moins reconnu par les
récepteurs de LDL amenant ainsi a un ralentissement du catabolisme des IDL. Le
traitement contribue a I’emploi de mesures hygiéno-diététiques et d’'une médication, les

fibrates.

2.3.Nouveaux facteurs et marqueurs de risque

2.3.1. Caractéristiques lipidiques

Différentes anomalies lipidiques majorent le risque cardiovasculaire. L’élévation des
TG, la diminution du taux de HDL au-dessous de 0,45g/L et la présence de LDL petites
et denses sont des paramétres a prendre en compte. L hypertriglycéridémie semble étre
un FR indépendant, or sa présence est associée a d’autres FR comme I'HTA ou le
diabéte, mais aussi a une diminution des niveaux de HDL et a une élévation des taux de

LDL modifiées qui sont alors plus sensibles a 1’oxydation.
2.3.2. Marqueurs biologiques

2.3.2.1. Lipoprotéine (a) (Lp (a))

C’est une particule riche en cholestérol, similaire aux LDL, d’origine hépatique qui
présente a sa surface une protéine, ’apo a, liée de fagon covalente a 1’apo-Bjg. La

concentration plasmatique de la Lp (a) varie considérablement selon les ethnies et selon
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les individus : elle peut s’étendre de 0,01g/1 4 1g/1 (jusqu'a 2g/1). Sa valeur physiologique
normale est de 0,3g/l. Etant déterminée par le patrimoine génétique, elle reste invariable
durant la vie d’une personne saine. Cependant, elle diminue fortement chez les
personnes buvant de grandes quantités d’alcool. La Lp (a) est un marqueur de risque
cardiovasculaire quand elle atteint une concentration élevée (Schreiner et al., 1993), elle
est d’autant plus dangereuse que le niveau de LDL est élevé, notamment chez les sujets
masculins ayant un taux bas de HDL et une HTA. Parmi tous les médicaments
hypolipidémiants, seuls l'acide nicotinique et I’hormonothérapie de remplacement ont pu

diminuer significativement les niveaux de Lp(a) (Knopp et al., 1998).
2.3.2.2. Protéine C réactive

L’élévation du taux de cette protéine est associée a un processus d’athérosclérose
reflétant la physiopathologie. D’ou I’existence d’une forte corrélation entre le taux de la

protéine C réactive et la survenue des déces d’origine cardiovasculaire.
2.3.2.3. Homocystéine

L’hyperhomocystéinémie est considérée comme un FR indépendant d’athérosclérose;
lorsque le taux plasmatique de cet acide aminé s’éléve de fagon modérée. Le risque d’IM

est multiplié par trois dans les 5 années suivantes.
2.3.2.4. Epaisseur intima-media

Il existe une forte corrélation entre I’épaisseur de 1’intima-media évaluée au niveau de la
carotide et les FR cardiovasculaires, ce parameétre s’éleéve lorsque ces derniers sont

accCrus.

Pour finir, comme indiqué ci-dessus, les dyslipidémies constituent un FR majeur dans le
déroulement du processus athérosclérotique, qui est initié par I’étape déterminante de
I'oxydation des LDL (expliqué au premier chapitre). Ce FR, caractérisé par un
déreglement de profil lipidique, aide et favorise les circonstances amenant a une
oxydation des lipoprotéines membranaires. La réduction de ce FR est donc une cible
primordiale dans la prévention de I’athérosclérose, notamment si elle est couplée a la
présence d’un agent antioxydant puissant limitant efficacement cette étape d’oxydation

des lipoprotéines, telle que la bilirubine, qui sera au centre d’intérét du chapitre suivant.
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3. Effet athéro-protecteur de la bilirubine

La bilirubine est un composé endogéne qui pourrait étre toxique (Tiribelli and Ostrow,
2005), notamment au stade néonatal, qui, a un état avancé, provoque des dommages
cérébraux. Cependant, de nombreuses études récentes ont démontré que la bilirubine
posséde également des propriétés antioxydantes puissantes griace a son potentiel d’agir
comme un capteur de radicaux peroxyls (Dudnik and Khrapova, 1998); et qu’une hyper-
bilirubinémie modérée pourrait avoir des effets positifs sur la santé cardiovasculaire. Ce
pigment biliaire est capable d’inhiber I’oxydation des LDL (le processus initiateur de
I’athérosclérose), exprimant ainsi des effets athéro-protecteurs (Stocker and Keaney,
2004). En outre, la bilirubine sert comme marqueur de diagnostic des désordres

hépatiques et des troubles sanguins.
3.1.Bilirubine : généralités

3.1.1. Structure et définition de la bilirubine

La bilirubine ((4Z, 15Z)-Bilirubine-IXa), pigment biliaire de coloration jaune, est un
acide dicarboxilique tétrapyrole linéaire lipophile abondant dans le plasma humain & une
concentration physiologique variant de 0.3 a 1.2 mg/dl (Adin et al., 2005). C’est le
produit endogéne de dégradation de I’héme. En effet, I’héme est un complexe de
protoporphyrine IX et de fer et constitue un groupement prosthétique de nombreuses
hémoprotéines (hémoglobine, myoglobine, oxydases, catalases) impliquées dans le

transport du métabolisme de 1’oxygeéne et le transfert d’électrons (cytochromes).

La bilirubine semble étre une molécule simple retrouvée chez les mammiféres, or celle-
ci non conjuguée, se distingue par une structure stéréochimique particuliere (Figure 5).
Elle consiste en deux unités de dipyrrinones joints par un groupe de -CH2-. La rotation
de ces dipyrrinones par rapport au domaine centrale -CH2-, au niveau du C10, engendre
plusieurs conformations chimiques (Lightner et al., 1991). Tous les groupements
hydrophiles de cette structure sont impliqués dans de fortes liaisons hydrogénes, ce qui
fait de ce composé une molécule fermée caractérisée par une conformation P-hélice

(Ostrow et al., 1994). Ces liaisons d’hydrogéne permettent a la bilirubine non conjuguée
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d’étre une molécule hydrophobe. Dépendamment du pH du plasma, de la bile ou de
I'urine, la bilirubine non conjuguée se présente sous forme d’un diacide non chargé,
d’un mono-anion ou d’un di-anion (Ostrow et al., 1994). Le diacide non chargé est la
structure dominante 4 pH physiologique faible, mais les structures ionisées sont plus
répandues dans un milieu alcalin & une valeur de pKa variable de 8,12 a 8,44

respectivement au premier et au deuxiéme anion (Ostrow et al., 1994).

La bilirubine est le principal pigment des féces, responsable de leur couleur jaunitre. Ce
pigment biliaire est potentiellement toxique mais il est rapidement conjugué au niveau
hépatique, pour étre ensuite éliminé dans 1’excrétion urinaire. Quand la bilirubine non
conjuguée s’accumule dans le sang et atteint un niveau excédentaire a 2.5 mg/dl, il y a
ainsi un signe d’hémolyse (destruction des globules rouges a une fréquence rapide par
rapport au foie). La présence de bilirubine conjuguée dans le sang (bilirubinémie) ou
dans les urines (bilirubinurie) est le signe de dommages hépatocellulaires ou d'une
obstruction de conduits biliaires (cholestase). Enfin, I'élévation de l'une ou de l'autre
forme de bilirubine dans le sang s'accompagne d’un ictére ou de la jaunisse qui devient

apparente. La peau et les paupiéres des yeux se décolorent par les molécules jaunes.
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Figure 5 : Structure chimique naturelle de la bilirubine non conjuguée 1Xa 4Z, 15
Z (Fevery, 2008).

3.2.Synthése de la bilirubine

Le catabolisme de I’héme est I’une des voies métaboliques majeures procédées chez les
mammiferes. L’héme dérive de I’hémoglobine des globules rouges matures situés dans
la rate ainsi que des cytochromes P450. L’héme et de multiples agents comme une
modification significative de 1’état redox cellulaire (surproduction de radicaux libres
et/ou diminution de systémes antioxydants) induisent la synthése d’une enzyme

inductible, I’héme oxygénase (HO-1) qui est fortement synthétisée dans les macrophages
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du foie et de la rate (Maines et al., 1986). Cette enzyme utilise I’héme a la fois comme
substrat et comme groupe prosthétique (Alam et al., 2004). HO-1 fixe 'un des deux
atomes d’0O; sur son substrat et convertit 1’héme libre en biliverdine, qui est
ultérieurement réduite par la biliverdine réductase (BVR) en bilirubine insoluble (Figure
6). En effet, HO-1 dégrade I’anneau du tétrapyrole, du composé héminique (nommé
aussi, ferriprotoporphyrine IX), au niveau du pont de I’a-méthane pour former le
tétrapyrole linéaire de la biliverdine IXa. La biliverdine IXa est réduite par une enzyme
cytosolique, la BVR en bilirubine IXa, suite a une dépense d’une molécule de NADPH.
Au cours de cette étape de conversion, I’héme fournit des quantités équimolaires de
Fe2+, de biliverdine et de monoxyde de carbone (CO). Un atome de carbone est éliminé
et diffusé sous forme de CO. Il provient de la libération du carbone a-méthéne associant
2 groupements pyrroles. C’est la seule source endogéne connue de CO dans I’organisme.
L’ion ferreux Fe2+ libre est aussi un produit de dégradation de I’héme par HO-1. Bien
que cette réaction augmente les proportions de fer libre intracellulaire, or ces
concentrations diminueront grice a l'action de la ferritine agissant comme un

antioxydant séquestrant le fer (Otterbein and Choi, 2000).

Pour chaque cycle de clivage de tétrapyrole, la stecechiométrie de la réaction nécessite 3
moles d’O; et 7 équivalents réducteurs fournis par la (NADPH, H+) cytochrome P450
réductase (Matsui et al., 2005). Cependant, ces produits de dégradation de 1’héme, sont
des métabolites biologiquement actifs : le Fe2+ est un agent pro-oxydant efficace (par
contre, I’ion Fe2+ stimule ’activité de la ferritine, protéine stockant le fer); la bilirubine
et la biliverdine expriment des propriétés antioxydantes et le CO est une molécule ayant

un role de signalisation neuronale.
3.2.1. Héme oxygénase

A ce jour, trois isoformes de ’héme oxygénase ont été identifiés : HO-1, HO-2 et HO-3.
Les isoméres HO-1 et HO-2 représentent les produits de genes distincts alors que HO-3,
est considérée comme un pseudo-géne provenant du transcrit de HO-2. Les isoformes
HO-2 et HO-3 sont constitutives et non inductibles par les agents environnementaux,
contrairement 8 HO-1 qui est inductible et est ubiquitaire, distribué dans les différents

tissus des mammiferes et notamment se présente en abondance dans les macrophages du
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foie et de la rate (Maines 1986). Les deux isoformes, HO-1 et HO-2 sont capables de
transformer I’héme en biliverdine. Chez le rat, I'isoforme HO-2 est présente
constitutivement dans le cerveau et les testicules. Elle protége les neurones du stress
oxydant (Kitamura et al., 1998). Quant a HO-3, elle est inactive dans le catabolisme de
I’héme. A I’inverse, HO-1 n’y est détecté que dans des conditions de stress. Cette
synthése est déclenchée par de multiples agents y compris I’héme lui-méme et des
modifications de I’état oxydant cellulaire de I’organisme. L’augmentation rapide et
importante de la régulation de HO-1 aprés stimulation cellulaire est I'une des propriétés
caractérisant cette enzyme. En outre, cette enzyme, exemple typique du stress cellulaire,
répond aux dommages cellulaires aigus et protége contre le stress oxydatif (Stocker,
1990; Vile et al., 1994).

Habituellement, de point de vue antioxydant, une protection est due principalement au
déplacement des espéces réactives de I’oxygene (ROS) ou a la formation d’antioxydants.
Dans le cas de HO-1, la situation est plus complexe, le déplacement de ces ROS est
accompagné de la formation de la bilirubine et également de la formation d’autres
espéces réactives comme le fer. En effet, dans les conditions de stress oxydatif, HO-1
s’associe a ’augmentation de la synthése de ferritine de telle fagon que les réactions de
radicaux libres catalysées par le fer, seront limitées au cours des périodes ultérieures de
stress (Vile and Tyrrell, 1993). En outre, on a également mentionné dans la littérature
que le CO exprime un certain nombre d’activités potentiellement bénéfiques vis-a-vis
du stress cellulaire (Otterbein et al., 2003), mais les mécanismes cellulaires qui y sont

impliqués ne sont pas encore élucidés.

Depuis que HO-1 est connue comme 1’enzyme limitante de la synthése de la bilirubine,
plusieurs équipes de recherches ont examiné les effets de la déficience de cette enzyme
chez I’humain. Dans les cas pathologiques, une déficience pourrait étre associée a une
anémie hémolytique, a un retard de croissance et a des dommages cellulaires
endothéliaux chroniques. Les propriétés antioxydantes indirectes et athéro-protectrices
de HO-1 ont fait I’objet de plusieurs travaux; a titre d’exemple, on a révélé que des
souris déficientes en HO-1 sont particuliérement susceptibles au stress oxydative (Lin et
al., 2007).
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Figure 6 : Métabolisme de la bilirubine.

Synthése de la bilirubine par 1’action successive de HO-1 et BVR. La glucuronidation de
la bilirubine par I'UGTIAl engendre la formation des métabolites mono- et di-
glucuronidés qui seront excrétés dans la bile (Bosma, 2003).

3.2.2. Biliverdine réductase

Bien que la connaissance de la BVR demeure peu élucidée, elle était identifiée comme
une enzyme autophosphorylée qui catalyse la derni¢re étape du catabolisme de I’héme
(Salim et al., 2001). La biliverdine, résultant de 1’action de HO-1, est convertie par la
BVR a I’aide d’une réaction de phosphorylation-dépendante, en bilirubine et puis cette

derniére est recyclée.
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3.3.Métabolisme de la bilirubine et niveaux normaux

3.3.1. Meétabolisme de la bilirubine sous conditions normales

La bilirubine synthétisée est acheminée dans la circulation sanguine par 1’albumine
jusqu’au foie. Le passage dans les hépatocytes est partiellement passif d’une part
(Zucker et al., 1999) et d’autre part, ce fait partiellement par I’intermédiaire de protéines
de transport d’anions organiques (OATP1B1) (Campbell et al., 2004). Dans le cytosol
des hépatocytes, la bilirubine non conjuguée est en grande part liée a la glutathion-S-
transférase A (ligandin) et en petite part liée a la protéine de liaison aux acides gras
(Ostrow et al., 1994). Similairement a ce qui est observé au niveau sérique, cet état lié de
la bilirubine maintient un niveau faible de bilirubine libre qui est potentiellement
toxique. Au niveau hépatique, cette bilirubine est majoritairement glucuronidée pour étre
plus tard éliminée dans la bile. Cette molécule est conjuguée au niveau des microsomes
hépatiques par I’intermédiaire d’une réaction de glucurono-conjugaison : un transfert
d’un ou de deux groupes d’acides glucuroniques (glucose ou xylose) aux groupes
d’acides propioniques de la bilirubine dans le cadre d’une liaison ester (Schmid, 1956);
ce qui entraine la mono-conjugaison ou la di-conjugaison de la bilirubine. Cette réaction
est catalysée par I"UDP-glucuronyltransférase, codée par le géne UGT1A1 (Bosma et
al., 1994). Cette estérification perturbe les liaisons hydrogénes intramoléculaires de la
molécule, ce qui permet son ouverture et la rende ainsi plus solubles dans I’eau afin
qu’elle puisse étre excrétée dans la bile. Le produit majeur de conjugaison est la
bilirubine diglucuronidée, elle est nommeée bilirubine directe, tandis que la fraction non
conjuguée, liée a I’albumine est appelée bilirubine indirecte. La somme des 2 fractions
directe et indirecte correspond a la bilirubine totale (bilirubine totale : 0.1-1.2 mg/dl et
bilirubine direct : 0.1-0.3mg/dl) (Rosenthal et al., 1990). En outre, il faut noter que cette
réaction de conjugaison permet une diminution de 5 a 10 fois de I’interaction a
I’albumine ou a des protéines intracellulaires et empéche la réabsorption intestinale
(pour que les agents hydrophobes ne traversent pas facilement la paroi intestinale). Chez
I’humain, la bilirubine conjuguée formée dans les hépatocytes est excrétée dans la bile
contre un gradient de concentration par I’intermédiaire d’un transporteur membranaire

canaliculaire multidrug resistance-related protein (MRP)-2, également appelé¢ ABC-C2,
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appartenant a la famille de I’adénosine triphosphate (ATP)-binding cassette (Jansen et
al., 1999). Les conjugués sont incorporés dans des vésicules biliaires qui passent au petit
intestin, puis au colon ou elles sont réduites par des bactéries en un mélange de
substances : I’urobilinogéne, I’urobiline, la stercobiline et la stercobilinigéne. Une part
mineure de ce mélange subit une déconjugaison par des enzymes bactériennes qui
redonnent de la bilirubine non conjuguée. Cette demiére pourrait étre réabsorbée par
I’intestin contrairement a la bilirubine glucuronidée qui est excrétée dans la bile.
Cependant, dans le cas de maladies hépatiques, la bilirubine conjuguée est diffusée dans

’urine lui donnant une couleur jaune sombre et une couleur jaune clair aux féces.
3.3.2. Niveaux normaux

Dans un délai de 24h, 250 a 300mg de bilirubine sont produits chez un adulte sain (Berk
et al., 1969). 1l a été indiqué dans la littérature que le niveau de bilirubine intracellulaire
est de I’ordre du nanomolaire; approximativement 50nM (Baranano et al., 2002). Dans
les conditions physiologiques, les concentrations plasmatiques de la bilirubine non et
liée a ’albumine, chez I'nomme sont variables entre 5 et 17pM, (McDonagh, 1979). Par
contre, les concentrations plasmatiques > 300pM sont associés a un risque élevé de
dysfonction neurologique suite & une accumulation de bilirubine au niveau cérébral.
Bien qu’elle soit produite dans pratiquement toutes les cellules, la concentration
cellulaire exacte de la bilirubine reste inconnue, évidemment, elle est susceptible d'étre

présente a de faibles concentrations dans toutes les membranes cellulaires.

La bilirubine non conjuguée est trés peu soluble dans 1’eau; dans le plasma, elle est
étroitement reliée a 1’albumine. La constante de dissociation du site de liaison a
I’albumine est de Kd = 7 X 10'M™! (Brodersen, 1979). Ostrow et ses collégues (Ostrow
et al., 1994) ont déterminé la solubilité de la bilirubine non conjuguée IXa, sous forme
de diacide non ionisé : 70nM. Cette forme est la plus retrouvée au niveau sanguin a un
pH physiologique. Le mono-anion est répandu selon une proportion d’environ de 17%,

tandis que le dianion est & une proportion trés mineure (Ostrow et al., 1994).
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3.3.3. Réaction de glucuronidation

La glucuronidation ou la glucurono-conjugaison est un processus métabolique important
impliquant une réaction catalytique, ayant comme co-substrat 1’acide glucuronique et
aboutit a la formation de métabolites hydrophiles. Cette réaction est impliquée dans le
mécanisme de détoxification de la majorité des médicaments ainsi que dans la
métabolisation de plusieurs substances endogénes et exogeénes favorisant leur excrétion
de 'organisme (Dutton, 1980). En effet, la glucuronidation protége I’organisme des
accumulations de métabolites toxiques telles que la bilirubine, certains flavonoides, le

benzo-pyréne et certaines médications phénoliques comme 1’acétaminophéne.

SUBSTRATS LIPOPHILES

Médicaments Acides biliaires
Carcinogénes Stéroides
Polluants environnementaux Acides rétinoiques
Constituants alimentaires Acides gras
Bilirubine

I.ys-Lys

Cytoplasrne
UDPGIcA
Lum;ére (co-substrat)

ll (-0, -NH,, -SIL, -COO0)

" B-D-glucuronide hydrophile

ubp

EXCRETION
{bile, urine)

Figure 7 : Réaction de glucuronidation.

L’enzyme UGT catalyse I’ajout de I’acide glucuronique (provenant du co-substrat,
UDPGA) sur un groupement fonctionnel (-OH, -COOH, -SH, -NH2) d’une molécule
lipophile donnée. Le substrat ainsi glucuronidé est rendu plus hydrophile (polaire) et est
plus facilement excrété par I’urine ou la bile (Guillemette, 2003).
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La réaction de glucuronidation consiste & un ajout enzymatique d’un groupement
polaire, I’acide glucuronosyl sur le groupement fonctionnel d’une molécule cible
hydrophobe (Figure 7). Ce groupement glucuronosyl est en provenance de I’acide
uridine diphosphate glucuronique (UDPGA), réagit sur différents groupements
fonctionnels : les hydroxyles (-OH), les carboxyls (-COOH), les thiols et les amines (-
NH2). Ce transfert de groupement augmente la polarité de la structure moléculaire
(Strassburg et al., 2000) et entraine un encombrement stérique sur la molécule qui
modifie sa conformation en diminuant son affinité au récepteur spécifique, afin de
favoriser son élimination par la bile et I’urine (Guillemette, 2003). Les réactions de
glucuronidation ont principalement lieu au niveau hépatique, ou le co-substrat,
I’UDPGA est répandu a de fortes concentrations, bien supérieures a celles retrouvées
dans les cellules extrahépatiques. Or, cette réaction est retrouvée aussi au niveau des
tissus rénaux, des poumons, de I’intestin, de 1’utérus et de la prostate (Pacifici et al.,
1988; Pacifici et al., 1989).

3.3.3.1. L’enzyme uridine 5’-diphosphate-glucuronosyl-transférase
(UGT)1A1

3.3.3.1.1. Généralités sur les UDP-Glucuronosyltransférase (UGTs)

La réaction de glucuronidation est catalysée par les UGTSs, enzymes de la phase II du
métabolisme, retrouvées chez la plupart des vertébrés. Les UGTs sont des enzymes
transmembranaires, situées au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique (RE)
dans la majorité des tissus de I’organisme (Radominska-Pandya et al., 2005). A ce jour,
plus de 117 UGTs ont été isolés et clonés chez les différentes espéces de mammiféres, et
dont 22 ont été identifiés chez I’homme. En général, les UGTSs sont constitués de 529 a
531 acides aminés, comportant un domaine qui siége la liaison au substrat, le domaine
amino-terminal (N-Ter) (constitue plus de 90% de la chaine peptidique) et un domaine
carboxy-terminal (C-Ter) qui siége la fixation du cofacteur 'UDPGA (Figure 8)
(Strassburg et al., 1997; Hum et al., 1999). Ce domaine C-Ter est conservé entre tous les
UGTs contrairement au domaine N-Ter qui est moins conservé et confére une certaine

spécifité a chaque enzyme vis-a-vis de son ou ses substrat(s) (Strassburg et al., 2000).
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Mackenzie et al. en 1997 (Mackenzie et al., 1997) ont suggéré une classification de la
racine des UGTs, basée sur une divergence évolutive, dans laquelle, chaque premier
exon est considéré comme un géne distinct. Ensuite, Mackenzie (Mackenzie et al., 2005)
a mis a jour cette nomenclature de la superfamille des UGTs: 4 familles distinctes
(UGT1, UGT2, UGT3 et UGTS) et dont 5 sous-familles (UGT1A, UGT2A, UGT2B,
UGT3A, UGT8A) avec une homologie de séquence de 50% entre les différentes
familles ainsi qu’une similitude protéique de 60% au sein d’une méme famille. L’arbre
phylogénétique des UGTs humains est présenté dans la Figure 9. L’UGTI1A1 est
I’enzyme responsable de la glucuronidation hépatique de la bilirubine, une attention
particuliére sera accordée a la famille des UGT1 et notamment I’isoforme UGT1A1l.

Séquence Domaine de liaison du Domaine de lisisondu ~ Signal de rétention au
signal substrat cofacteur réticulum endoplasmique

Région amino- Domaine
terminale conservée transmembranaire |

* Lys-Lys
CYTOPLASME Coor

MEMBRANE DU RETICULUM
ENDOPLASMIQUE

LUMIERE

"HsN

Figure 8 : Structure générale des UGTSs localisés au niveau de la membrane du
réticulum endoplasmique.

Le domaine transmembranaire des UGTs est composé d’une suite d’acides aminés
hydrophobes (nécessaires a la localisation subcellulaire au niveau du RE).



38

3.3.3.1.2. La famille UGT1A et I’isoforme UGT1A1

La famille des UGT1 ne comporte que la sous-famille UGT1A qui comprend 9 enzymes
distincts. Cette famille est localisée sur le chromosome 2 dans la région q37 (Gall et al.,
1999). Le locus d’UGT1 comporte 13 exons 1 (en 5’) spécifiques et 4 exons identiques
(en 3’) entre toutes les UGT1A. Par conséquent, 13 transcrits différents sont créés suite a
I’épissage alternatif et chacune des UGTIA s’exprime individuellement (UGT1Al,
UGT1A3, UGT1A4, UGTIAS, UGT1AS, UGT1A6, UGT1A7, UGT1AS8, UGT1A9 et
UGT1A10). Chez I’homme, 'UGTIAI1, 1A3, 1A4, 1A6 et 1A9 ont été identifiés et
clonés au niveau hépatique, tandis que les transcrits de 'UGT1A7 (cesophage et
estomac), 'UGT1AS8 (cesophage, intestin) et 'UGT1A10 (cesophage, estomac, intestin
et conduits biliaires) ont été identifiés exclusivement au niveau extrahépatique
(Strassburg et al., 1999; Strassburg et al., 2000). L’'UGT1AS a été identifié au niveau de
plusieurs tissus, mais sa fonction reste trés peu connue (Strassburg et al., 1997).
Egalement, 4 pseudo-génes ont été identifiés au niveau du locus UGTI : UGT1A2p,
UGTI1Allp, UGT1A12p et UGT1A13p. Ces génes comprennent des codons-stops (non-
sens, retrouvés sur la séquence nucléotidique de 1’exon) qui interrompent la traduction a
un stade prématuré, inhibant ainsi la formation de la protéine (Gong et al., 2001).
Concernant la famille des UGT2, chaque protéine a un geéne différent. Cette série de
genes est située sur le chromosome 4 de la région ql3 a q28, comprend 6 exons et

glucuronident préférentiellement les substrats endobiotique.

Ritter et al. ont réussi a isoler 'UGT1A1 humain nommé, HUG-Br1 (Ritter et al., 1991).
Cet isoforme, membre de la famille des UGTIA est essentiellement retrouvée dans le
foie, au niveau des microsomes du RE. Il constitue une enzyme de détoxification de la
bilirubine, de la B-estradiol, du 2-hydroxy-estrone, du 2-hydroxy-estradiol, du 4-
nitrophénol et de certains flavonoides (Senafi et al., 1994; Ito et al., 2002). La bilirubine
est un substrat spécifique a ’'UGT1A1 (Bosma et al., 1994) qui catalyse sa conjugaison
a l'aide de I'UDPGA (lIyanagi et al., 1998). Le site catalytique membranaire de
I’'UGT1AL1 est localisé dans la lumiére du RE. Par conséquent, il y a une translocation de
la bilirubine et de 'UDPGA du cytosol vers la lumiére du RE, cette étape est
primordiale pour le déroulement de la réaction de glucuronidation. On pense que ce

transport de la bilirubine et de 'UDPGA dans la lumiére du RE se fait par



39

I’intermédiaire de multiples protéines impliquées dans les voies de transport (Berg et al.,
1995; Iyanagi et al., 1998). Toutefois, le mécanisme moléculaire de la translocation de la
bilirubine et de I'UDPGA n'est pas clairement élucidé. Plusieurs déficits de conjugaison,
dus au polymorphisme varié du géne de 'UGT1Al, ont été identifiés. On note la
maladie de CN de type I et II et le SG, qui correspondent a des hyperbilirubinémies a
prédominance conjuguée d’origine héréditaire (Bailey et al., 1977; Kadakol et al., 2000).
Ces pathologies seront présentées dans les paragraphes 3.5.1.2 et 3.5.1.3.
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Figure 9 : Arbre phylogénique de la superfamille des UGTs humaine.
Les familles UGT1 et UGT2 partagent environ 50% d’homologie, entre leurs chaines
d’acides aminés. A Dintérieur des familles 1 et 2, les différents isoformes partagent au
moins 66% et 59% d’homologie, respectivement (Mackenzie et al., 1997).

3.3.3.2. MRP-2

Dans le foie, la bilirubine devenue conjuguée, acquiert des propriétés d’hydrophilicité et
peut étre excrétée dans la bile. La découverte des voies responsables de cette excrétion

revient a des études réalisées, en présence de vésicules membranaires canaliculaires de
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rats normaux confirmant I’existence d’un transporteur ATP-dépendant qui est impliqué
dans le transport des métabolites glucuronidés du glutathion (Kobayashi et al., 1988;
Nishida et al., 1992). De plus, ce méme transporteur n’a pas était retrouvé chez des rats
hyperbilirubinémiques. Dans un premier temps, il 4 été nommé « canalicular
multispecific organic anion Transporter » (cMOAT) en tenant compte de sa grande
spécifité¢ aux anions organiques. En 1996, ' ADN d'une protéine hépatique isolée chez le
rat, montre une similarité de 47,6% d’acide aminé au multidrug resistance associated
protein 1 (MRP-1) humain (Paulusma et al., 1996). On a prouvé que I’expression de
cette protéine est inexistante chez les rats hyperbilirubinémiques et qu’elle corresponde
bien au cMOAT du rat. Plus tard, le cMOAT humain, a été nommé MPR2 (ou ABC-C2)
et dont on a aussi identifié 46% (1545 acides aminés, 190 kDa) de similitude de ce
dernier avec MRP-1 (Taniguchi et al., 1996). MRP-2 est localisé au niveau de la
membrane canaliculaire. Récemment, on a démontré que la bilirubine monoglucuronidée
et diglucuronidée agissent comme des substrats de mrp2 (chez le rat) MRP-2 (chez
I’homme) (Kartenbeck et al., 1996). En effet, le MRP-2 humain appartient a la famille
des MRPs, qui comporte 6 membres, y compris MRP-1, MRP-2, MRP-3, MRP-4, MRP-
5 et MRP-6 (nommés aussi, ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCC5, et ABCC6,
respectivement) (Kool et al.,, 1997). D’un point de vue pathologique, un déficit de
I’expression de MRP-2 est indiqué chez les patients porteurs du syndrome de Dubin-
Johnson, montrant une déficience de 1’excrétion de la bilirubine glucuronidée dans la

bile (Kartenbeck et al., 1996).
3.4.Récapitulatif du métabolisme de la bilirubine

On peut résumer les différentes étapes de la synthése et du métabolisme de la bilirubine,
dans le récapitulatif suivant : dans la paroi vasculaire, I’héme est dégradé par I’enzyme
HO-1 en biliverdine, CO et fer. Chez les mammiféres, la biliverdine est ensuite réduite
par la BVR pour former de la bilirubine, de couleur jaune et insoluble (Maines, 1997).
La bilirubine insoluble est libérée dans la circulation sanguine, ou elle se lie a I’albumine
qui I’achemine jusqu’au foie. Dans les hépatocytes, elle est glucurono-conjuguée par
I’enzyme UGT1AI formant de la bilirubine conjuguée (soluble), puis éliminée dans la
bile via le transporteur MRP-2 (Figure 10) (Vitek and Schwertner, 2007).
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Figure 10 : Synthése et métabolisme de la bilirubine.

3.5.Pathologies liées a la bilirubine

Cliniquement, on distingue les hyperbilirubinémies 4 prédominance non conjuguée et a
prédominance conjuguée. Cette derniére est bénigne et peut étre causée par une sécrétion
anormalement réduite de la bilirubine conjuguée ou par une cholestase (Zucker et al.,
2004). Seule la bilirubine libre (non conjuguée) et non liée a I’albumine peut diffuser
dans les tissus et y exercer une action toxique, surtout chez les nouveau-nés, elle cause
une toxicité neurologique. Egalement, des hépatites virales auto-immunes ou alcooliques
sont associées a des élévations de taux de bilirubine conjuguée et non conjuguée. Le

niveau sérique normal mesuré de bilirubine n’exceéde pas 1mg/dl ou 17 pM.
3.5.1. Hyperbilirubinémies 2 prédominance non conjuguée

Un ictére apparent causé par une surproduction de bilirubine est habituellement di a une
hémolyse excessive chez des patients exprimant des défauts de conjugaison de ce
métabolite. Un défaut de conjugaison est également la conséquence d’une perturbation
de I’absorption hépatique ou d’une conjugaison débordée. Plusieurs défauts de
conjugaison sont connus : le SG et la maladie de CN de type I et II. L’ictére néonatal

défini par une toxicité neurologique chez le nouveau-né est aussi une pathologie a noter.
3.5.1.1. L’ictére néonatal

Chez le nouveau-né, & terme ou prématuré, l'ictére a bilirubine non conjuguée est

fréquent. Le métabolisme de la bilirubine comporte des particularités chez le nouveau-né



42

qui expliquent la grande fréquence de I’ictére a cet dge de la vie, surtout le 2™ ou 3™
jour de vie. Il disparait vers le 5 ou 6“™ jour de vie aprés que les urines retrouvent une
coloration normale. En fait, plus de 50% des nouveau-nés montrent cette jaunisse qui est
visible a des niveaux de bilirubine allant de 86 a 120uM (Ross, 2003). Ces particularités
pourraient étre dues a une durée de vie courte des globules rouges (Kaplan et al., 2002),
a une liaison limitée de la bilirubine libre a I’albumine, a une immaturité de I’activité de
I’'UGT1A1 pendant la premiére semaine de vie (durant cette période de vie la capacité
du foie a conjuguée la bilirubine n’est pas encore complétement développée) ou a une
augmentation du cycle entéro-hépatique, etc. (Kapitulnik, 2004). Ainsi, le niveau de la
bilirubine non conjuguée augmente, elle devient capable de franchir la barriére hémato-
encéphalique et se fixer sur les neurones, notamment au niveau des noyaux gris
centraux, entrainant une nécrose cellulaire (Shapiro, 2003). Une des manifestations
cliniques les plus dangereuses est I’ictére nucléaire caractérisé dans 70% des cas par un
trouble du tonus, du comportement, anomalies oculaires et des troubles neurovégétatifs
(apnées). A cet état, la concentration de la bilirubine est d’environ 300-400uM.
L’encéphalopathie bilirubinique est aussi I’'une des manifestations les plus dangereuses.
Les symptomes comprennent la léthargie, une faible succion et I’hypertonie. Celle-ci
peut étre réversible, grace au dépistage précoce. Lorsque des symptomes comme les

crises €pileptiques se manifestent, le nourrisson a déja subi des Iésions cérébrales et des

séquelles a long terme comprenant des troubles auditifs, moteurs, du langage, etc.

La photothérapie est le premier choix de traitement, elle est procédée, si le niveau de
bilirubine dépasse les valeurs limites (environ 260 uM) selon les recommandations de
’académie américaine de la pédiatrie faites par en 1994. Ce type de traitement consiste
en une formation d'autres dérivés de la bilirubine non conjuguée IXa normale, qui sont
plus hydrophiles et qui peuvent étre excrétés dans la bile sans étre conjugués (Stoll et al.,
1982; Fevery et al., 1989; Ostrow et al., 1994). Une transfusion d’échange doit étre
procédée si la photothérapie n’est pas réussie. Cependant, si le niveau de la bilirubine est
trés élevé (> 430uM), une photothérapie associée a une transfusion d’échange doivent
étre employées. Un autre type de traitement, la cholestyramine et le phosphate de
calcium peuvent interrompre le cycle entérohépatique et diminuer ainsi la synthése de

bilirubine non conjuguée. Egalement, 1’héme oxygénase pourrait étre temporairement
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inhibée par les mésoporphyrins (dérivés cristallins obtenus lors d’un processus de
réduction), a4 l'origine d’une production diminuée de la bilirubine non conjuguée,

rencontrée dans les cas d’ictére néonatal (Drummond and Kappas, 2004).
3.5.1.2. Syndrome de Gilbert et athérosclérose

La maladie de Gilbert est une affection fréquente et bénigne. Elle est caractérisée par
une élévation légere du niveau de la bilirubine non conjuguée. Son incidence est estimée
a 5-10% approximativement dans la population caucasienne et est plus courante chez les
hommes que chez la femme (Shapiro, 2003). Cette maladie est associée a une réduction
légere de ’activité de I’enzyme hépatique de conjugaison de la bilirubine, I’'UGT1AL,
d’ou I’apparition d’une hyperbilirubinémie plasmatique non conjuguée modérée (niveau
de bilirubine sérique entre 20 et 50uM) (Vitek et al., 2002) (Tableau 4). Dans les
populations caucasiennes, le SG est li¢ a une mutation au niveau du promoteur du géne
de 'UGTI1AL. Les études effectuées sur la région codante de ’'UGT1A1 ont identifié un
locus majeur au niveau du télomére du chromosome 2q37 qui affecte la concentration de
la bilirubine. Le promoteur de cet UGT contient un TATAA box avec 6 répétitions de
dinucléotides TA. L’insertion d’un groupe TA supplémentaire au niveau du TATAA
box engendre un all¢le désigné par UGT1A1*28 qui provoque une diminution de la
transcription de ce géne. Cette mutation entraine un abaissement de 70 % de 1’activité de
I’'UGT1A1 (Bosma, 2003) et en conséquence un niveau élevé de bilirubine non
conjuguée (tableau 4). En outre, une association significative entre UGT1A1*28 et les
événements de MCV a été établi par Vitek et al. : une étude prospective montre une
incidence significative de trois ans limitant les événements de MCV chez les individus
porteurs du SG (Vitek et al., 2002). Cependant, des travaux récents réalisés par Lin et al
montrent que les individus homozygotes pour UGT1A1*28 (génotype 7/7) marquent
une €lévation du sérum de bilirubine comparé aux individus hétérozygotes porteurs de
I’alléle 6 (génotype 6/7 ou 6/6) (Lin et al., 2006), ce qui explique la raison pour laquelle
les manifestations cliniques ne sont pas exprimées chez tous les sujets porteurs de cette
maladie. Seulement 12 a 16 % des Caucasiens porteurs du SG montrent un phénotype
homozygote. Cependant, cette maladie bénigne refléte des effets bénéfiques basés sur la
notion de Novotony et al en 2003 : «un niveau de bilirubine modérément élevé est

associé a des effets athéro-protecteurs ». C’est plus évident dans le cas des MCV, dont la
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prévalence est significativement réduite chez les individus porteurs du SG (Novotny and
Vitek, 2003). Pour cela, les porteurs du SG sont généralement asymptomatiques de point
de vue symptdmes cliniques des MCV. Néanmoins, il se peut que les porteurs de cette
maladie présentent des effets secondaires lors de 1’emploi de drogues métabolisées par

I’'UGT1A1 (Bosma, 2003).

3.5.1.3. Maladie de Crigler-Najjar I et II

La maladie de CN est caractérisée par une €lévation du taux de bilirubine sérique non
conjuguée, habituellement 2100pM et parfois de I'ordre de 150 a 400pM. Cette maladie
est appelée aussi hyperbilirubinémie non conjuguée non hémolytique héréditaire. C’est
une affection exceptionnelle qui touche environ 1 enfant sur 1 000 000 et se manifeste
des la premiére heure de vie par un ictére intense a bilirubine non conjuguée. Elle est
transmise par un mode autosomique récessif et est due a un déficit partiel ou total de
l'activité de 'UGT1AI. Cliniquement, on distingue deux variétés de maladie de CN
(type I et II) selon la sensibilité au traitement inducteur par le phénobarbital. Dans le cas
de type 1, ce traitement est inefficace, le déficit de I’activité de 'UGT1AI1 est total et
non inductible, par conséquent la conjugaison de la bilirubine est absente. Alors que
dans le cas du type Il qui est définit par un déficit partiel de I’activité de conjugaison de
I’UGT1A1 (Sinaasappel and Jansen, 1991), le phénobarbital induit une décroissance
rapide (30%) des concentrations de bilirubine plasmatique permettant a ’enfant une
protection des complications neurologiques (Shapiro, 2003) (tableau 4). En effet, le
phénobarbital est un traitement efficace et fiable chez les sujets atteints du type II. Les
enfants devenus adultes, posent peu de probléme car ce traitement de long est facilement
supporté. Tandis que, le niveau de bilirubine non conjuguée chez les patients porteurs du
type I est = 340uM, ils présentent dans leur bile des traces de bilirubine. Tandis que le
type II montre de faibles quantités de bilirubine mono- et di-glucuronidée avec une
proportion plus élevée de la mono- (Fevery et al., 1977) et dans ce cas, le niveau de
bilirubine non conjuguée est compris entre 150 et 340uM. La déficience de la
glucuronidation de la bilirubine chez les CN est due & une mutation du géne de
I'UGT1A1. Demiérement, 50 différentes mutations ont été décrites (Kadakol et al.,

2000). Plusieurs de ces mutations provoquent une substitution d’un seul acide aminé qui
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pourrait inactiver complétement (type I) ou partiellement (type II) I’enzyme, d’autres
mettent en lieu un codon-stop ou une troncature de protéine. La plupart des mutations du
type II correspondent a une substitution d’un seul acide aminé. Les lésions génétiques
s’impliquent au niveau des 5 exons de I'UGT1ALl, pour les 2 types (Aono et al., 1993;
Bosma et al., 1993; Labrune et al., 1994; Gantla et al., 1998; Kadakol et al., 2000).

A ce jour, le seul traitement radical de la maladie de CN-I est la transplantation
hépatique, une photothérapie intensive supplémentaire pour plusieurs années pourrait
étre bénéfique jusqu'a I’adolescence. Aprés cet dge, la photothérapie devient moins
efficace (Chalasani et al., 1997). A l'opposé, les porteurs du type 1l doivent étre
maintenus sous photothérapie quotidienne (10 a 12 heures par jour), ce traitement

n’arréte pas la maladie, juste prolonge la vie (Bosma, 2003).
3.5.2. Hyperbilirubinémies 4 prédominance conjuguée

Apres avoir subi la réaction de conjugaison, les métabolites de la bilirubine sont excrétés
dans la bile. Le transfert a partir des hépatocytes vers la bile se fait par I’intermédiaire du
transporteur MRP-2 contre un gradient de concentration (Buchler et al., 1996). L'activité
de ce transporteur est fortement altérée par des pathologies, on distingue les plus
connues; le syndrome de Dubin-johnson et le syndrome de Rotor qui constituent les
principales causes de la jaunisse. D’autres pathologies peuvent également étre
impliquées a I’ictére : 1’obstruction des conduits biliaires causée par des calculs biliaires,

des tumeurs, des hépatites virales ou par des maladies auto-immunes, etc.
3.5.2.1. Syndrome de Dubin-Johnson

Le syndrome de Dubin-Johnson est caractéris¢ par une élévation de bilirubine conjuguée
en absence d’autres anomalies hépatiques, a un niveau allant de 50 a 85uM, mais qui
peut atteindre les 385uM (Cohen et al., 1972). Il s'agit d'une transmission autosomique
récessive rare et avec une fréquence génétique d’environ 1 pour 800 000. Le syndrome
de Dubin-Johnson consiste a une sécrétion hépatobiliaire affaiblit de la bilirubine
conjuguée, causée par une déficience de I’activité du transporteur MRP-2. Le géne
codant pour MRP-2 est localisé sur le chromosome 10q24 (van Kuijck et al., 1997). Les

mutations décrites pour ce geéne, correspondent soit a un blocage de la synthése d'une
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protéine intacte active, soit a la synthése d'une protéine non correctement dirigée du RE
vers la membrane canaliculaire, soit & une production de protéine qui est correctement
visée, mais inactive ou faiblement active (Wada et al., 1998; Toh et al., 1999; Tsujii et
al., 1999; Hashimoto et al., 2002; Tate et al., 2002). Par conséquent, la bilirubine
conjuguée ne pourrait pas étre sécrétée dans la bile. Or, une protéine MRP-3 (ABCC3)
est capable de transporter un grand nombre de substrats spécifique 8 MRP-2 (Konig et
al., 1999). Dans des conditions normales, MRP-3 est exprimé modestement dans le foie,
mais chez des patients atteints de Dubin-Johnson, son expression est augmentée. Elle se
charge du transfert de la bilirubine conjuguée des hépatocytes vers la circulation
sanguine, ensuite elle est éliminée par la sécrétion rénale. Toutefois, cela est moins
efficace que 1’élimination effectué par les voies hépatobiliaires et les porteurs du Dubin-
Johnson montrent ainsi une apparence jaune permanente. Cependant, la maladie a un

excellent pronostic et la thérapie n'est pas nécessaire.
3.5.2.2. Syndrome de Rotor

Comparés au syndrome de Dubin-Johnson, les sujets porteurs du syndrome de Rotor
expriment des taux élevés de bilirubine conjuguée et non-conjuguée (50 - 100pmol/L),
tout en conservant une histologie normale du foie. Cette maladie est extrémement rare.
Les mutations génétiques propres a cette maladie ne sont pas encore éElucidées.
Cependant on a suggéré qu’elle pourrait étre causée par une déficience de stockage et/ou

d’absorption hépatique (Wolkoff et al., 1976; Wolpert et al., 1977).

Tableau 4 : Comparaison des niveaux de la bilirubine et de Pactivité d’UGT1A1
(Bosma, 2003).

STADE CLINIQUE Normal Gilbert CNII CNI
Niveau de bilirubine circulante <17.1luM 17-50uM  50-340uM  340-700uM
Bilirubine non-conjuguée 1-3% 2-12% 10-81% 100%
Bilirubine mono-glucuronidée 6-18% 25-32% 12-63% 0%
Bilirubine diglucuronidée 76-90% 59-82% 1-56% 0%

Activité hépatique d’UGT 1A1 100% 30-35% <25% 0%
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3.6.Effets protecteurs de la bilirubine

3.6.1. Bilirubine : Antioxydant puissant

Pendant longtemps, on regardait la bilirubine comme un produit nuisible a 1’organisme,
or de nombreuses études ont conféré aux produits du catabolisme de 1’héme, notamment
la bilirubine, des propriétés antioxydantes de protection cellulaire et tissulaire. On a mis
en évidence que la bilirubine fonctionne comme un antioxydant, qu’elle soit liée ou libre
(Stocker et al., 1987).

La formation des ROS survient a l'occasion de situations d'hypoxie ou d'hyperoxie qui
induisent un stress cellulaire. C’est au cours du processus de la réduction du O, en H,0,
que se forment les intermédiaires incomplétement réduits de l'oxygeéne par transfert
d'électrons. Ces ROS ainsi produits, sont responsables des effets négatifs d’oxydation
réalisés sur un grand nombre de molécules : acides nucléiques, protéines, lipides, sucres,
etc. Les ROS sont représentés par l'anion radical superoxyde (Oy) et le peroxyde
d'hydrogéne (H;0,) ainsi que le radical hydroxyl (*OH) qui est 1’espéce la plus nuisible
du stress oxydant. On parle de stress oxydant lorsque le potentiel des agents
antioxydants n'est plus capable de maintenir I'homéostasie redox intracellulaire. Or,
Stocker et al sont les premiers a avoir démontrer le pouvoir antioxydant de la bilirubine
(a des concentrations de 1’ordre du micromolaire) contre les radicaux peroxyls (Stocker
et al., 1987). En effet, la bilirubine compte parmi les principaux antioxydants du plasma
et se distingue par un fort pouvoir antioxydant envers les radicaux hydroperoxyl (ROz’)
et I'oxygéne singulet (Stocker et al., 1987). Elle est capable de protéger les lipides
membranaires contre 1’oxydation pour une efficacité semblable a celle du a-tocophérol
et de la P-caroténe (Stocker et al., 1987). De méme, elle s’est avérée de posséder
d’autant de capacité antioxydante que celle de la vitamine E/ Trolox (Kapitulnik, 2004).
D’autre part, la concentration de la bilirubine est assez remarquable dans le plasma mais
insuffisante dans une cellule pour s’opposer au stress oxydatif, par contre 10nM de
bilirubine est capable de protéger contre une concentration 10° fois plus élevée de H,0.
En fait, ce pigment est regardé comme un facteur agissant de fagon catalytique au cours

d’un cycle redox. Au cours de ce cycle, la bilirubine est oxydée par les ROS en



48

biliverdine puis a nouveau réduite en bilirubine (Stocker, 2004). Cette interconversion
entre bilirubine et biliverdine amplifie davantage le potentiel antioxydant, ceci explique
la capacité des concentrations faibles de la bilirubine a surmonter des concentrations 10°
fois plus élevées de ROS. Par conséquent, il y a une réduction des molécules réactives,
les ROS en molécules non réactives. Egalement, ces propriétés antioxydantes de la
bilirubine ont été prouvées a travers divers études in vitro et in vivo. De plus, la notion
d’activité antioxydante de ce pigment biliaire, in vivo, a été confirmée par le fait qu'on a
trouvé chez I’homme les métabolites oxydants de la bilirubine (les biotripyrrrins)
(Mayer, 2000).

3.6.1.1. Biliverdine réductase : antioxydant indirect

La BVR qui catalyse la réduction de la biliverdine en bilirubine (qui est aussi un produit
majeur oxydé de la bilirubine), se comporte également comme un antioxydant, mais

d’une fagon indirecte (Stocker, 2004).
3.6.1.2. HO-1 : antioxydant indirect

L’isoforme HO-1 est I’enzyme limitante de la dégradation de 1’héme en bilirubine, sa
surexpression établit également une activité antioxydante, dépendant en premier lieu des
métabolites de 1’héme libérés par I’enzyme ainsi que par des agents déclencheurs de
stress oxydatif (Mayer, 2000). Ainsi, similairement a la BVR, un réle indirect
d’antioxydant a été conféré a HO-1. Cette notion a été nettement vérifiée : dans les
cellules macrophagiques, la dégradation de I’héme par HO-1 empéche la maturation de
la NADPH-oxydase (enzyme majeur de la production d’anion superoxyde), diminuant
ainsi la production de (O,*") par ’enzyme (Taille et al., 2004). De méme, 1’activation de
HO-1 qui consomme 3 moles de O; lors du catabolisme d’une molécule d’héme, permet

une importante diminution de la survenue des ROS (Katori et al., 2002).

Autre que BVR et HO-1, le role d’antioxydant indirect a été aussi conféré a un autre
métabolite de 1’héme, le CO. En outre, on a prouvé que ces 3 métabolites expriment
également des propriétés anti-athéromateuses. Il est ainsi difficile de séparer
I’importance de chaque composante dans la protection vasculaire, notamment lors d’une

étude clinique du type end point (Mayer, 2000; Maines and Panahian, 2001).
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3.6.2. Bilirubine : protection cardiovasculaire

Une grande attention a été portée les 15 derniéres années sur les substances
antioxydantes qui pourraient prévenir les cardiopathies et les maladies connexes. De
nombreuses études rétrospectives et prospectives ont démontré 1’effet athéro-protecteur
de la bilirubine : en plus des propriétés antioxydantes (Stocker and Keaney, 2004), cette
molécule exprime aussi des propriétés anti-inflammatoires (Willis et al., 1996) et anti-
athéromateuses (Wu et al., 1996). En effet, plusieurs études ont établi I’existence d’une
corrélation positive entre le niveau plasmatique de la bilirubine et celui de HDL
(Nakagami et al., 1993), ainsi que celui du statut antioxydant total (Vitek et al., 2002) et
une corrélation négative entre le niveau de bilirubine et celui de LDL, de VLDL, de TG,
de la protéine C réactive, de la pression artérielle systolique, de I'HTA et des
antécédents familiaux (Madhavan et al., 1997a). De méme, on établit, I’existence d’une
relation inverse entre le niveau sérique de la bilirubine et les risques de maladies
coronaires (Schwertner et al, 1994). Egalement, on a démontré qu’un niveau
modérément élevé de bilirubine diminue les risques familiaux précoces de MCV
(Hopkins et al., 1996). Tandis qu’un niveau faible de bilirubine est associé & une
réduction de 1’élasticité aortique et a une élévation de I’excrétion urinaire de biopyrrin,
substance reconnue comme un marqueur de stress oxydative (Vitek et al., 2007); ainsi
qu’a une plus grande prévalence de risques cardiovasculaires in vivo (Breimer et al.,
1995), a une plus grande fréquence de CHD (Hunt et al., 2001) et a des propriétés anti-
apoptiques et anti-inflammatoires (Nakagami et al., 1993; Willis et al., 1996).
Finalement, une concentration €levée de bilirubine s’est avérée d’avoir une capacité
protectrice égale a celle de HDL chez les individus souffrant de maladies coronariennes

(Novotny and Vitek, 2003).

En plus, une méta-analyse d’études épidémiologiques basées sur 1’observation a révélé
I’existence d’une relation inverse entre la concentration plasmatique de bilirubine et
I’athérosclérose (coefficient de la corrélation r = -0.31; P<0,0001; régression non
paramétrique r* = 0,34) (Figure 11) : un niveau modérément élevé de bilirubine est un
facteur protecteur contre 1’athérosclérose et les cardiopathies coronariennes (Djousse et

al., 2001; Novotny and Vitek, 2003); chaque augmentation de 1.0pm
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ol/L du niveau plasmatique de bilirubine est associée 4 une diminution de 6,5% de risque
de MCV (Madhavan et al., 1997b). Notons que la valeur limitante pour un risque
cardiovasculaire est de 10uM (Figure 11). En effet, le potentiel antioxydant de la
bilirubine, déja décrit, lui confie cette propriété athéro-protectrice: elle inhibe
I’oxydation des LDL et d’autres lipides (Neuzil and Stocker, 1994; Wu et al., 1996),
ainsi que l’action du stress oxydatif sur les CML et les cellules endothéliales
(Kapitulnik, 2004), elle accroit aussi I’état antioxydant du sérum physiologique (Vitek et
al., 2002). Ceci a été observé aussi bien in vitro qu’in vivo lors d’études animales : la
bilirubine restaure la fonction myocardique et minimise la taille de I’infarctus et des
lésions mitochondriales chez le rat (Kapitulnik, 2004). D’autres études ont révélé que la
bilirubine inhibe I’expression des génes de molécules d’adhésion (des cellules
endothéliales) NF-kB ou TNFa inductibles de VCAM-1, E-sélectine et des facteurs
cellulaires pro-athérogénes (Soares et al.,, 2004). De méme, elle inhibe 1’activité de la
protéine kinase C (un marqueur biologique de risque de MCV) (Amit and Boneh, 1993)
qui peut inactive.r une variété de facteurs pro-athérogéniques responsables de
déclenchement des réactions immunitaires (Nakagami et al.,, 1993) et des processus
inflammatoires (Willis et al., 1996). Aussi, la réponse chimioattractrice des monocytes,
qui initie leur migration vers I’intima, peut étre inhibée par la bilirubine (Morita et al.,
2003; Keshavan et al., 2005). Lindenblatt et al. (2004) ont également découvert un retard
dans la formation du thrombus sous ’influence de ce pigment biliaire (Lindenblatt et al.,

2004).

D’autre part, une substance, la HDL s'est avérée protectrice des MCV, or, d’aprés
I’ensemble de ces études, on pourrait considérer la bilirubine comme une autre molécule
endogéne ayant un réle pharmacologique protecteur : elle se distingue simultanément

par des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et ainsi anti-athéromateuses.
3.6.2.1. Propriétés athéroprotectrices de HO-1

Egalement, on a démontré dans la littérature, plusieurs effets athéroprotecteurs de
I’enzyme HO-1, par contre il faut mentionner que ces effets passent par les propriétés
antioxydantes de la bilirubine et ne sont pas directement sous la dépendance de HO-1.

Cependant, si I’expression de HO-1 est inexistante, il y aura absence de formation de
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bilirubine et par conséquent des dommages cellulaires considérables seront développés
(causés par les ROS) particuliérement lorsque 1’antioxydant primaire, le glutathion est
épuisé. D’autre part, des travaux, basés sur cet effet protecteur de HO-1 contre les
lésions oxydatives, montrent qu’une sur-régulation de cette enzyme par différents
inducteurs diminue la sévérité de I’athérosclérose chez des lapins hyperlipidémiques et
diminue le niveau de LDL chez des souris knock-out, tandis qu’une inhibition de
I’expression de HO-1 éléve la prévalence athéroscléreuse (Ishikawa et al.,, 200la;
Ishikawa et al., 2001b). Aussi, une surexpression de HO-1 est capable de diminuer

I’épaississement des arteres vasculaires lors de resténose (Duckers 2001).
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Figure 11: Relation inverse entre le niveau sérique de la bilirubine et
I’athérosclérose (Novotny and Vitek, 2003).
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4. Hypolipémiants : traitement des dyslipidémies

La prise en charge d’un patient dyslipidémique se traduit par la correction de 1’ensemble
des FR. L’objectif est de retarder 1’apparition (prévention primaire) ou les récidives
(prévention secondaire) des complications cliniques de 1’athérosclérose. Toute personne
ayant un taux de LDL > 1,6g/1 (4,lmmol/L) ou au moins un FR cardiovasculaire, doit
subir une prise en charge diététique visant un mode vie sain : une activité physique et
une alimentation saine (Zimmet and Thomas, 2003). Dans le cadre de ce mémoire, nous
focaliserons notre attention sur les stratégies thérapeutiques et notamment sur

I'utilisation des fibrates, qui constituent le centre d’intérét de nos travaux.

Traitement médical : Médicaments hypocholestérolémiants

La réduction de ces dyslipidémies est une cible prioritaire dans la prévention des MCV.
Les stratégies pharmaceutiques hypolipémiantes impliquent cinq types de médicaments
qui permettent tous une amélioration du profil lipidique. En clinique, les molécules
majoritairement prescrites pour réduire les risques de MCV sont les dérivés de ’acide
fibrique (i.e. fibrates), les inhibiteurs de la HMG-CoA-réductase (3-hydroxy-3-méthyl-
glutaryl-Coenzyme A réductase) (i.e les statines), les inhibiteurs de [’absorption
intestinale de cholestérol (i.e. I’ézétimibe), les séquestrant des acides biliaires et les
acides nicotiniques ou niacine. Par ailleurs, I’avénement de la pharmacologie
moléculaire a permis d’identifier de nouvelles molécules ayant un potentiel
thérapeutique important. Il s’agit notamment des activateurs du récepteur nucléaire
Liver-X-Receptor (LXR)a. Dans le cadre de ce projet de recherche, une attention

particuliére est portée sur les fibrates.
4.1.Statines

Les statines (simvastatine, pravastatine, fluvastatine, etc.) sont les médicaments les plus
couramment utilisés en clinique dans le traitement des dyslipidémies et sont bien tolérés.
Ils constituent les hypocholestérolémiants les plus puissants (Schieffer and Drexler,
2003) par le biais d'une inhibition compétitive et sélective de l'activité de ’THMG-CoA-
réductase impliqué dans la biosynthése hépatique du cholestérol (Endo, 1992). Cette

inhibition résulte en une diminution de la synthése endogéne de cholestérol, suivie par
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une régulation a la hausse des récepteurs de LDL et ainsi une diminution de la
concentration plasmatique de LDL d'environ 35%, en prévention primaire ou secondaire
des accidents ischémiques cardiaques (Mol and Stalenhoef, 1993). En outre, les statines
induisent une réduction modérée et significative des triglycérides (de 10 4 15 %), a la
différence des fibrates qui permettent une diminution plus remarquable (de 30 a 45 %).
Par ailleurs, les statines induisent faiblement le taux des HDL (5%), contrairement aux
fibrates qui soulignent une induction de 15 a 20 %. D’autre part, des expérimentations
ont révélé aussi que les statines expriment des propriétés anti-inflammatoires en
réduisant 1’adhésion des monocytes a I’endothélium (Weber et al., 1997), et qu’un
traitement aux statines diminue les niveaux de CRP (Gupta, 2004) et induit des effets
anti-thrombotiques (Schieffer and Drexler, 2003). Finalement, les statines possédent des
effets pléiotropiques tels que vasodilatation, anti-thrombose, anti-prolifération, anti-

inflammatoire, et la stabilisation de la plaque (Rosenson and Tangney, 1998).
4.2.Acide nicotinique ou niacine

L’acide nicotinique ou niacine, a été associé a des événements cardiovasculaires depuis
les années 1950 (Altschul et al., 1955). C’est une médication qui s’est avérée importante
dans le traitement des hyperlipidémies grace a sa capacité d’agir sur toutes les
composantes du profil lipidique. Malgré ses effets secondaires non négligeables
(bouffées de chaleur, prurit et diarrhées), la niacine a été couramment employée, grace a
son puissant effet dans 1’induction des niveaux de HDL. La niacine, administrée a une
dose de 1 a 2g/j, abaisse les niveaux de TG et celle de LDL de 15% et marque la plus
importante augmentation de taux de HDL (17 a 26%) parmi tous les types de traitements
disponibles (NCEP, 2001). De plus, la niacine réduit la synthése hépatique des TG (20 a
50%) (Knopp et al., 1985). Par ailleurs, la niacine est la seule molécule normolipémiante
qui diminue le taux plasmatique de la Ip(a) de 25 a 35% (Niaspan®LP, 2006).

4.3.Ezétimibe
L'ézétimibe (Ezetrol®) est un inhibiteur de 1’absorption intestinale du cholestérol et

constitue une nouvelle famille d’hypolipémiants employé en monothérapie ou en

association avec une statine. Cette molécule a été mise sur le marché en 2004 avec 3
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indications : administrée en monothérapie ou en association avec une statine pour
traitements d’hypercholestérolémies primaires et d’HF homozygote. L’ézétimibe bloque
de fagon sélective I’absorption intestinale du cholestérol total et des phytostérols
apparentés, il agit en réduisant le transport du cholestérol a la fois alimentaire et biliaire
a travers la barriére intestinale (Farnier, 2002). D’autre part, des études ont montré
I’efficacité de la combinaison de I’ézétimibe a I’emploi de la lovastatine, la simvastatine
et ’atorvastatine chez des patients ayant une hypercholestérolémie primaire (Gagne et
al., 2002a; Gagne et al., 2002b). Ce médicament serait donc particuliérement intéressant
chez les patients qui ont une intolérance aux statines. Enfin, il a été aussi observé une
diminution significative du niveau de TG de 7 a 10 % et une augmentation de 1,4 a 4,5

% du niveau de HDL, lors d’une association de 1’ézétimibe a la pravastatine.
4.4.Séquestrants des acides biliaires ou résines

Les séquestrants des acides biliaires ou résines (telle que la cholestyramine), combinées
a un régime alimentaire pauvre en cholestérol, inhibent la réabsorption des acides
biliaires, favorisent 1’élimination fécale du cholestérol et amplifient la clairance des
LDL. De plus, le taux hépatique d’apo B est réduit suite a la diminution de la
disponibilité du cholestérol et une induction de 1’activité¢ de ’THMG-CoA réductase est
soulignée (Huff et al., 2002). Les doses maximales de résines indiquent une réduction
des taux de LDL de 20%, cependant les concentrations en HDL ne sont pas modulées.
Ce type de traitement est non toléré en monothérapie des hyperlipidémies mixtes et
exprime des effets secondaires limitant leur utilisation : troubles gastro-intestinaux.
Enfin, les résines causent une élévation de la triglycéridémie (10%) chez les

normotriglycéridémiques.
4.5.Fibrates

4.5.1. Définition, Découverte et Structure
Définition
Les dérivés fibriques sont considérés comme un traitement de seconde intention des

hypercholestérolémies pures parce que leur efficacité sur 1’abaissement du niveau des

LDL est inférieure a celle des statines. Les fibrates, approuvés par la FDA (Food and
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Drug administration), sont des activateurs du récepteur nucléaire PPARa (Peroxisome
Prolifator Activating Receptor-a) qui régule la transcription de géne impliqués dans le
métabolisme de TG et de HDLs. Briévement, ils permettent un effet bénéfique, en
augmentant les taux de HDL et en diminuant significativement les taux de cholestérol
total et de LDL ainsi que celui des TG chez les patients dyslipidémiques. Aussi ils
expriment des effets pléiotropes et réduisent 1’inflammation vasculaire. Les fibrates
partagent avec les statines les mémes complications secondaires : musculaires et

hépatiques.

<O

cioliprale

CHs
c

| F © il
—C00C C— COOH
‘ 2Hs - O— |

CH, cl s CHs

CHs
i i o
Cl O— (CHz),— C—COOH Cl c 0—C H
1 _©_ '@‘ [
gemfibrosil CH, tenofinrate CH; c"l

CH;,
Figure 12 : Structures chimiques des fibrates (Etgen and Mantlo, 2003).

Découverte et structure

Leur découverte a été faite en 1963 grice a un « heureux hasard » : I’acide chloro-
phénoxy-isobutyrique ou le clofibrate (Astromid-S®) qui est un des composants de
I’excipient de I’ Astromid présentant des effets hypocholestérolémiants. C’est un liquide
légérement jaunétre, insoluble dans I’eau, par contre soluble dans I’alcool et administré
selon une posologie de 2g/jour (Turpin et al., 1998). Depuis ce temps, de nombreux
autres dérivés d’acides fibriques ont été élaborés et commercialisés sous le nom de
«fibrates» avec des propriétés hypolipémiantes légérement différentes (Figure 12, et
Tableau 5). Le fibrate suivant, largement utilisé, est le gemfibrozil (Lopid®), suivi par le
bézafibrate (Bezalip®) et le fénofibrate (Lipidil®). Deux autres, & utilisation clinique
limitée, ont été aussi mis sur le marché : 1’étofibrate et le ciprofibrate (Lipanor®) (Turpin
et al., 1998). Depuis, I’avénement du fénofibrate en 1975, les fibrates sont devenus plus
utilisés, notamment, ce dernier ainsi que le gemfibrozil. Le clofibrate est le seul
composé parmi les fibrates 2 avoir une activité antidiurétique qui pourrait étre efficace
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dans le traitement du diabete, or ce médicament n’est plus prescrit parce qu’il exprime

des propriétés hypocholestérolémiantes modestes (Turpin et al., 1998).

De point de vue pharmacocinétique, les fibrates (Turpin et al., 1998) ont une absorption
intestinale compléte permettant une grande biodisponibilité. Ils circulent sous 2 formes :
une forme libre physiologiquement active et une forme liée aux protéines (plus de 90 %
sont liés a I’albumine : sont efficaces par eux-mémes (bézafibrate) ou par leurs
métabolites (acide fénofibrique dans le cas du fénofibrate et une forme glucurono-
conjuguée dans le cas du ciprofibrate et du gemfibrozil). Ils sont surtout éliminés par
voie rénale (Tableau 5), d’ou une grande attention a considérer en cas d’insuffisance
rénale. Les fibrates peuvent étre utilisés en monothérapie ou en combinaison avec les
statines. Par contre en combinaison, il faut mentionner que ces deux médicaments sont a

’origine de nombreux effets indésirables.

Tableau 5 : Posologies et propriétés pharmacocinétiques communes des fibrates
(Turpin and Bruckert, 1999).

Fibrates Demi-vie* Elimination Posologie [mg/j| et nom commercial
Clofibrate 12 heures Rénale 1500mg Atromid-S®

Fénofibarte 7 heures Rénale 145mg Lipidil®

Bézafibarte 2 heures Rénale 400mg Bezalip®

Ciprofibarte 17 heures Rénale 300mg Lipanor®

Gemfibrozil 12 heures Rénale (75%)  900mg Lopid®

*Demi-vie d’élimination

4.5.2. Effet pharmacologique des fibrates.

En général I'effet majeur des fibrates est une réduction triglycéridique de 30 a 50%,
accompagnée d’une élévation du niveau de HDL de 5 a 6%. L’ampleur de leur effet est
reliée a la sévérité de I’anomalie des lipoprotéines (Frick et al., 1987; ErratumPublished,
2001). Les fibrates peuvent aussi réduire les taux de LDL, mais leur effet est variable
d’un dérivé a un autre, tel que le gemfibrozil ne réduit pas le niveau des LDL, tandis que
le bézafibrate et le fénofibrate sont associés a une réduction de I’ordre de 10 a 20%
dépendamment de I’anomalie des lipoprotéines. De plus, un traitement au gemfibrozil
chez des individus exprimant un niveau trés élevé de lipoprotéines riches en TG pourrait

jouer un role négatif et induire le taux de LDL. Bien que I’effet quantitatif des fibrates
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soit variable sur les LDL, ils sont capables de moduler cette population de lipoprotéine
de fagon a agrandir leur taille, ce qui les rendent moins athérogénes (Chapman, 2003).
Enfin, le gemfibrozil est capable de réduire le risque coronaire chez les sujets a faible
niveau de HDL et le fénofibrate ralentit la progression de 1’athérome chez les
diabétiques (DAIS, 2001). En outre, des études récentes ont montré que les fibrates
exercent des effets pléiotropes : anti-inflammatoires (notamment sur la paroi des
vaisseaux), diminuent la synthése de facteurs pro-thrombotiques et vasoconstricteurs,
limitant ainsi le développement de I’athérosclérose (Delerive et al., 1999; Kleemann et
al., 2003).

En général, les fibrates sont surtout recommandés dans les traitements des
hypertriglycéridémies pures.(types IV et V) et des hyperlipidémies mixtes (type 1Ib et
type III). Ces agonistes de PPARw, en activant ce dernier, exercent des mécanismes

d’action complexes avec des modifications bénéfiques du métabolisme lipidique.

Diminution de I’hypertriglycéridémie

Les fibrates, en activant PPARa, stimulent les enzymes responsables de la p-oxydation
lysosomiale et mitochondriale des acides gras par le foie. Il y a ainsi élévation du
catabolisme hépatique des acides gras. Ceci aboutit & une diminution de la synthése
hépatique des acides gras qui sont essentiels pour la formation des TG des VLDL, et
dont la sécrétion sera réduite (Schoonjans et al., 1996b). Egalement, PPAR« activé,
stimule 1’expression du géne de la lipoprotéine lipase (LPL) (Schoonjans et al., 1996a).
Le fait qui augmente le catabolisme intra-vasculaire des chylomicrons, des TG et des
VLDL, et donc leur hydrolyse ainsi que leur clairance dans I’intention de réduire la
triglycéridémie (Staels et al., 1998). De plus, I’activation de PPARa diminue
indirectement la synthése d'apoC-III (Staels et al., 1998), par I’intermédiaire d’un site
C3P interagissant avec plusieurs récepteurs nucléaires (HNF-4, ARP-1, RXR, etc.)
(Haubenwallner et al., 1995; Hertz et al., 1995, Staels et al., 1995). En effet, I’apoC-I11
est localisée a la surface des particules de VLDL (riches en TG) et constitue un
inhibiteur naturel de I’action de la LPL (van Dijk et al., 2004). Cette réduction du niveau
d’apoC-II1, augmente encore plus I’inhibition de 1’activité de la LPL et donc I’hydrolyse
des particules circulantes riches en TG afin de réduire leur production ainsi que la

triglycéridémie (il a été observé que la synthése d’apo-CIII est trés importante chez les
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hypertriglycéridémiques (Cohn et al., 2004)). Récemment, on a aussi démontré que
PPAR activé, augmente I’expression du géne apo-A-V dont la surexpression est une

voie de réduction des TG (Vu-Dac et al., 2003; van Dijk et al., 2004).

Augmentation du HDL

Les fibrates stimulent la production des taux de HDL (de 10 & 15%) par une induction
transcriptionnelle de la synthése des apoA-I et apo-All (Fruchart, 2001). De plus, il a été
démontré que I’élévation de I’expression d’apoA-l est dépendante de la capacité du
fibrate administré a activer PPARa (Berthou et al., 1996). Par exemple, le fénofibrate et
le gemfibrozil activent PPARa d’une grande efficacité et d’une efficacit¢ moindre
respectivement (Staels, 2003). D’autre part, la diminution de la triglycéridémie induite
par les fibrates réduit les échanges de VLDL-TG contre les esters de cholestérol des
HDL. Ces échanges sont sous la dépendance d’une protéine de transfert de lipides, la
CETP (cholesteryl ester transfer protein), située a la surface des HDL. De ce fait, plus
les concentrations des VLDL-TG sont faibles, plus les HDL s’enrichissent en esters de
cholestérol et plus leurs concentrations plasmatiques augmentent. Aussi les fibrates
favorisent le transport inverse du cholestérol a 1’aide d’une stimulation de I’expression
de deux récepteurs cellulaires, 'Adénosine Triphosphate-Binding Cassette-1(ABC-A1l)
et le récepteur éboueur (ou scavanger récepteur) SR-BI/CLA-1 (Chinetti et al., 2001).
Ces 2 récepteurs sont impliqués dans 1’élimination du cholestérol excédentaire dans les
macrophages grice a sa capture par les HDL et ainsi sa sortie des cellules. De plus,
SRB-I/CLA-I est aussi exprimé dans le foie, ou il permet aux HDL de se fixer sur la
membrane des hépatocytes et de leur transférer des esters de cholestérols. Ce cholestérol

sera ensuite recyclé et éliminé de 1’organisme.

Donc les fibrates favorisent I’efflux du cholestérol cellulaire (des tissus périphériques
vers le foie) qui est la premiére étape du transport inverse du cholestérol, tout en évitant
les dépdts de cholestérol dans la paroi artérielle, la transformation des macrophages en

cellules spumeuses et la formation de plaques athéroscléreuse.

Réduction des niveaux plasmatiques des LDL petites et denses
Les hypertriglycéridémies sont souvent associés a des niveaux plasmatiques élevés de
LDL petites et denses qui sont plus athérogénes que les LDL de grande taille, du fait

qu’elles s’infiltrent et s’oxydent plus facilement dans 1’endothélium vasculaire.
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Cette méme diminution de triglycéridémie induite par les fibrates (précédemment décrite
pour les VLDL et les HDL), limite les échanges des TG des VLDL contre les esters de
cholestérol des LDL, qui sont également sous la dépendance de la CETP. De méme,
I’intensité des échanges lipidiques est influencée par : d’autant les niveaux des VLDL-
TG sont faibles, que les LDL s’enrichissent en esters de cholestérol et s’appauvrissent en
TG et subissent ainsi une action limitée de la lipase hépatique. Par conséquent, il y a une
réduction de la densité et de la proportion des LDL de petite taille au profit des LDL de
grande taille. Ces derniers sont moins athérogénes parce qu’elles pénétrent plus
difficilement dans I’endothélium vasculaire et s’y oxydent moins facilement. En plus,
elles sont mieux reconnues par les récepteurs des LDL (B et E), et subissent ainsi, une

¢limination rapide au niveau hépatique (Malmendier and Delcroix, 1985).

Effets pléiotropes des fibrates

PPARGa, activé par les fibrates, inhibe I’action de plusieurs facteurs nucléaires, dont NF-
kB et AP-I (Devine et al, 2002) impliqués dans l’activation de la synthése de
nombreuses protéines pro-inflammatoires : 1L6, ICAM, COX2, etc. (Elias and Innis,
2002) réduisant ainsi leur sécrétion et ’inflammation vasculaire. Egalement, I’activation
de PPARa diminue 1’expression des protéines d’adhésion VCAM-, situées a la surface
des cellules endothéliales, par conséquent, il y aura un abaissement de recrutement de
monocytes dans la paroi artérielle. PPARa activé, diminue aussi la sécrétion d’un facteur
vasoconstricteur (I’endothéline) par les cellules endothéliales (Fremann et al., 2002), et
d’un facteur de la coagulation (le facteur tissulaire) par les macrophages (Gretebeck et
al.,, 2002). Finalement, certains fibrates comme le fénofibrate, diminuent la synthése
hépatique du fibrinogéne (qui affecte la coagulation sanguine et 1’agrégation

plaquettaire) et donc ses concentrations sanguines (Holt et al., 2002).
4.5.3. Mode d’action des fibrates : Activation de PPARa

Le mode d’action primaire des fibrates est I’activation du récepteur nucléaire PPARa,
responsable de la régulation de la transcription des génes impliqués dans le métabolisme

des TG et de HDL au niveau hépatique.
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4.5.3.1. PPAR«

4.5.3.1.1. Rappel sur les récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires sont des récepteurs intracellulaires formant une large famille
composée de plus de 150 protéines différentes. Ils sont présents dans de nombreuses
espéces, y compris chez les vertébrés (Maglich et al., 2001; Robinson-Rechavi et al.,
2001). La plupart des récepteurs nucléaires fonctionnent comme des facteurs de
transcription activés par des ligands lipophiles tels que les hormones thyroidiennes,
I’acide rétinoique, les acides gras et les prostaglandines, etc. Cependant, les autres n’ont
pas de ligands identifiés, sont nommés récepteurs orphelins (Enmark and Gustafsson,
2001). La fixation des ligands aux récepteurs permet un changement de la conformation
de ces récepteurs (repliement de I’hélice H12) qui forment ainsi des complexes actifs
avec d’autres constituants de la machinerie transcriptionnelle. Ces récepteurs nucléaires
ont la capacité de transloquer du cytoplasme dans le noyau pour moduler I’activité
transcriptionnelle de génes cibles en se fixant sur des régions spécifiques de I’ADN, qui
correspondent a des éléments de réponse (au récepteur nucléaire concerné), situés dans
la région promotrice. Grace a la fixation de ligands spécifiques qui modulent leur
activité, ces récepteurs offrent ainsi la possibilité de controler I'expression de geénes
cibles, dans I’intention de contrdler de grandes fonctions comme la différenciation

cellulaire ou I'homéostasie.

Les récepteurs nucléaires sont des protéines de tailles variables entre 40 et 100 KDa. Ils
sont divisés en 6 domaines: A, B, C, D, E, F (Figure 13). La partie N-terminale
comprenant les domaines A et B ainsi qu’une partie fonctionnelle transactivatrice AF-1
(indépendante des ligands), est impliquée dans I’interaction avec différentes
coactivateurs et corépresseurs. Le domaine C, le plus conservé au sein du groupe, assure
la liaison & ’ADN (le DNA binding domain), ce domaine est considéré comme la
«signature» de la superfamille des récepteurs nucléaires. Le domaine D est une charniére
possédant un rdole conformationnel. Tandis que, la partie C-terminale comprend les
domaines E et F, siéges du site de liaison avec les ligands (le ligand binding domain) et
d’une interaction avec un régulateur transcriptionnel AF-2 (région transactivatrice

dépendante des ligands) (Escher and Wahli, 2000).
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Figure 13 : Organisation structurale des récepteurs nucléaires.

Les récepteurs nucléaires ont une structure divisée en 6 domaines (A a F) supportant des
fonctions différentes (Olefsky, 2001). DBD: DNA binding domain; LBD : ligand
binding domain.

Selon une classification établie en 1999, ces récepteurs nucléaires ont été classés en 4
groupes en fonction de la dimérisation (hétérodimére, monomére ou homodimeére) et
des séquences d’ADN reconnues (Olefsky, 2001). Une premiére classe comprend les
récepteurs aux hormones stéroidiennes (récepteur des estrogénes, des glucocorticoides et
des androgénes). L’interaction de ces récepteurs est sous forme d’homodimeére a de
courtes séquences d’ADN inversées (appelée séquence palindromique).

La 2™ classe est divisée en sous-groupes distincts : récepteurs nucléaires aux hormones
thyroidiennes, a 1’acide rétinoique et a la vitamine D et les récepteurs activés par les
proliférateurs des péroxysomes (PPAR) ainsi que le récepteur aux oxystérols (LXR ou
Liver X Receptor) activés par des dérivés oxydés du cholestérol (Kliewer et al., 1992).
Ces récepteurs se lient &2 I’ADN sous forme d’un hétérodimeére, avec le récepteur X aux
rétinoides ou RXR (retinoid X receptor). La séquence d’ADN reconnue par ces
récepteurs consiste en une répétition directe de la séquence AGGTCA séparée par un
nombre variable (jusqu'a 5) de nucléotides. Ce nombre de nucléotides détermine

partiellement la spécifité de reconnaissance du récepteur. Une 3™ classe est celle des
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récepteurs homodimériques : le récepteur RXR et certains récepteurs orphelins se lient a
des séquences d’ADN directement répétées (correspondent a doubles séquences
héxanucléotidiques (AGGTCA) de méme sens, séparés par un (DR1) nucléotide. Enfin,
la 4™ classe comprend des récepteurs monomériques : certains récepteurs orphelins,
comme le récepteur NGFI-B qui se lie a des séquences simples (TCAAGGTCA)

(Mangelsdorf et al., 1995).

4.5.3.1.2. La famille des PPARs : PPARa, PPARY, PPARS

Les PPARs, identifiés comme des récepteurs nucléaires activés par les proliférateurs des
péroxysomes (ADA, 2002), jouent un rdle central dans la régulation du stockage et du
catabolisme des acides gras. Il existe 3 types de PPARs, codés par 3 génes différents et
désignés par les nominations suivantes : PPARa (NR1C1), PPARy (NR1C3) et PPARS
(NRIC2) (Ayoob et al., 2002). Ils partagent une organisation structurale commune entre
eux avec une homologie assez importante (Figure 14). Le premier récepteur identifié
était le PPARa murin en 1990 (Issemann and Green, 1990). Les séquences des domaines
de liaison a I’ADN (DBD) sont trés conservées entre les 3 sous-types alors que celles
des sites de liaison des ligands (LBD) montrent une similitude moindre, indiquant que
chaque sous-type présente des caractéristiques spécifiques. Les PPARs se distinguent
par  leur implication dans de nombreux processus physiologiques hépatiques :
modulation du métabolisme lipidique, effets pléiotropes et anti-inflammatoires,

différenciation et le cycle cellulaire (Barbier et al., 2002).

PPARc | Nter | DBD LBD
PPARY | Nter | 83% . 68%
PPARG | Nter | 83% - 70%

Figure 14 : Homologies entre les trois sous-types de PPARs.

Domaines fonctionnels des PPARs : Nter, région N-terminale; DBD, domaine de liaison
a ’ADN; LBD, domaine de liaison du ligand. % pourcentage d’homologie entre les 3
types de PPARs humain (référence : PPARa = 100 %).

Expression hépatique et distribution cellulaire des PPARs
PPARu est essentiellement exprimé dans le foie dont il est sa principale source cellulaire

(Auboeuf et al., 1997). 11 est également exprimé dans les cellules de la paroi vasculaire
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(cellules endothéliales), dans la bile, le rein et les muscles (Miyahara et al., 2000;
Hoekstra et al., 2005). Son niveau d’expression hépatique est variable d’un individu a un
autre et dépend également du sexe et de I’espece étudiée (Tugwood et al., 1998; Jalouli
et al., 2003). Quant a PPARY, il est surtout exprimé dans les cellules de Kupffer, ainsi
que dans les hépatocytes et les cellules endothéliales (Tugwood et al., 1998; Miyahara et
al., 2000; Peters et al., 2000; Hoekstra et al., 2003). Finalement, PPARYy est exprimé par
les hépatocytes, les cellules endothéliales et les cellules de Kupffer (Hellemans et al.,

2003; Hoekstra et al., 2003; Hoekstra et al., 2005).

L’avénement de nouveaux ligands, activateurs des PPARs, ont fait de ces récepteurs
nucléaires, des cibles thérapeutiques potentielles en hépatologie, depuis plusieurs années
(Barbier et al., 2002).

4.5.3.1.3. Ligands des 3 isoformes

Les fibrates sont utilisés depuis plus de 20 ans dans le cadre des anomalies du
métabolisme lipidique et la prévention des complications cardiovasculaires.
Généralement, les acides gras et leurs dérivés sont des ligands naturels des PPARs.
Concernant PPARY, les molécules de la classe des thiazolinedinédiones ou glitazones
(pioglitazone, rosiglitazone) sont les principaux agonistes synthétiques de ce PPAR chez
I’homme. Tandis que, les dérivés des prostaglandines J2 et les acides gras polyinsaturés
®3 ont été décrits comme les principaux ligands naturels de PPARy mais leur capacité
physiologique, in vivo, n’est pas encore validée. Un autre acide gras, I’acide
nitrolinoléique, a été également identifié comme un puissant agoniste endogéne naturel
de ce PPAR et agit en un effet physiologique selon des concentrations de ’ordre du
nanomolaire (Schopfer et al., 2005). Quant a PPARS, ni la fonction, ni les génes régulés
par ce récepteur ne sont actuellement connus. Cependant, certaines données suggérent
que des longues chaines d’acides gras pourraient étre des ligands activateurs de ce
PPAR. Finalement, plusieurs ligands naturels sont impliqués dans I’activation de
PPARa, comme les acides gras saturés et polyinsaturés (acide arachidonique,
prostaglandine E2, leucotriene B4, acide linoléique/oléique, acide stéarique, acide
palmitoléique/palmitique). Les acides palmitique, oléique, linoléique et arachidonique
sont en particulier des activateurs endogénes du PPARa chez le rat (Borghi et al., 2002).

Parmi les 3 types de PPARs, seul PPARa est activé par les acides gras. Ces acides gras
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se lient au PPARa selon une constante d’affinité de 1’ordre du micromolaire. Or les
concentrations intracellulaires de ces derniers ne semblent pas étre suffisantes pour
activer ce PPAR. A ce jour, aucun ligand naturel endogéne n’a été encore nettement
identifié. D’autre part, concernant les ligands synthétiques, le Wy-14643 et les fibrates
(le ciprofibrate, le gemfibrozil, le fénofibrate, le bézafibrate et clofibrate) et les
glitazones constituent une classe d’hypocholestérolémiants prépondérante dans
’activation des PPARa et vy, respectivement (Willson and Wahli, 1997). Le tableau 6
présente les paramétres pharmacologiques de ces molécules en action avec les PPARs
humains. Le clofibrate et le fénofibrate se lient 8 PPARa et ¥ mais sont 10 fois plus
spécifiques a PPARa, alors que le bézafibrate active les 3 types de PPARs avec la méme
efficacité (tableau 6). Ces agents doivent étre de 1’ordre de micromole pour pouvoir
activer le PPARa humain, ce qui explique les posologies employées en clinique (300-
1200mg/jour). Enfin, il a été prouvé que les uréidofibrates (nouvelles molécules) se lient

aux PPARs avec des constantes d’affinité de 1’ordre de la nanomole.

Tableau 6 : Activité transactivatrice des agonistes PPAR(s) (Kemp et al., 2002).

Récepteur humain EC50 (uM)

Composés PPARa PPARy PPARS
Wy-14643 5.0 60 35
Clofibrate 55 1500 iaa 100
Fenofibrate 30 300 iaa100
Bezafibrate 50 60 20
Troglitazone Ia 0.55 ia
Pioglitazone Ia 0.58 la
Rosiglitazone la 0.043 Ia

ia : inactif a la concentration de 10 nm

4.5.3.2. Peroxisome Proliferation Response Element, PPRE

Les PPARs, activés par un ligand, forment un hétérodimére avec un autre récepteur
nucléaire, RXR. En méme temps, RXR est activé par son ligand naturel, I’acide 9-cis
rétinoique, pour s’associer au PPAR. Initialement, avant la liaison des ligands,
I’hétérodimére PPAR/RXR est li€ a des corépresseurs qui empéchent sa liaison a I’ADN.

La fixation au ligand entraine un changement conformationnel qui modifie
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I’accessibilité du domaine AF-2 et remplace les corépresseurs par des coactivateurs. En
plus, cette hétérodimérisation avec RXR permet une forte élévation de I’affinité au
niveau du site de fixation (Glass and Ogawa, 2006). Suite a I’activation des PPAR/RXR,
la liaison & I’ADN se fait ainsi sur une séquence consensus : les complexes PPAR/RXR
stimulent, par un processus de transactivation (augmente 1’expression de I’ARNm codé
par les génes correspondants) la transcription des génes qui contiennent dans leurs
promoteurs un élément de réponse aux PPARs (Peroxisome Proliferation Response
Element = PPRE). Les PPREs correspondent a des doubles séquences
héxanucléotidiques (AGGTCA) de méme sens, séparées par un nucléotide, connu sous
le nom d’élément de réponse de type DR-1 (Figure 15).

Fibrates / réti

Repétition direct 1

Figure 15: L’activation de PPARa par un ligand naturel (eicosanoides) ou
synthétique (fibrates).

PPARa, activé par un ligand, s’associe a un autre récepteur nucléaire, le RXR, lui méme
activé par 1’acide 9-cis rétinoique. L hétérodimére PPAR&WRXR activé, se fixe sur des
PPREs de type DR1 contenus dans les promoteurs des génes cibles. La liaison de
PPARwRXR sur ces PPREs stimule la transcription de ces génes, et donc la synthése
des protéines correspondantes.

4.5.3.3. Génes cibles

PPARa est exprimé dans les cellules de la paroi vasculaire, dans le foie, le rein et les
muscles. Son géne humain est situé sur le chromosome 22 (22q12-13.1). Les fibrates
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modulent le métabolisme lipidique griace a leur capacité de stimuler ’expression de
geénes codant pour des protéines impliquées dans la régulation de ce métabolisme. Ces
génes sont porteurs, au niveau de leur promoteur, de PPREs. A titre d’exemple, les
fibrates augmentent 1’activité de la LPL en stimulant I’expression du géne qui code pour
cet enzyme. En effet, il existe un PPRE dans le promoteur du géne de la LPL dont
’activation par PPARa augmente la transcription de I’ARNm. D’autre part, les fibrates
diminuent la synthése de I’apo C-III qui est un inhibiteur naturel de I’activité de la LPL.
Ceci passe par la présence d’un site C3P, qui, régulé par PPARa«, est capable de lier
différents récepteurs nucléaires (HNF-4, ARP-1, etc.) dans le promoteur du géne de
I’apo C-III. PPARa activé stimule aussi un PPRE localisé dans le promoteur du géne de
Reverb et augmente ’expression de ce facteur nucléaire qui réprime, au niveau génique,
la synthése de I’apo C-1II (Chambolle, 2002). Les fibrates ont aussi la capacité
d’augmenter la synthése des apo A-I (Cohn, 2002; Coulston and Johnson, 2002) qui sont
responsables d’une modulation positive du métabolisme des HDL, parce qu’ils
comprennent dans leurs promoteurs geénes des PPRE. Enfin, la diminution de la
triglycéridémie plasmatique dépendante de 1’activité de la CETP (décrite dans le § 4.5.2)
se produit grace a la présence d’un PPRE (reconnue par PPARa) dans le promoteur de

géne codant pour cet enzyme.
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CHAPITRE II : HYPOTHESE ET OBJECTIFS
DU PROJET
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Les propriétés athéro-protectrices de la bilirubine rendent cette molécule endogéne
comme attrayante dans le cadre de [I'identification de nouvelles approches
thérapeutiques réduisant les risques de MCV. Cependant, les effets neurotoxiques de
cette molécule empéchent son utilisation systémique. Basée sur I’hypothése qu’ « une
induction modérée de la synthése de bilirubine permettrait de stimuler ses propriétés
anti-athérosclérotiques en évitant de rejoindre des niveaux neurotoxiques », le but de
notre projet de recherche est d’identifier des molécules pharmacologiques capables de
stimuler simultanément la formation de bilirubine dans les cellules de la paroi vasculaire
et son métabolisme au niveau hépatique. Pour tester notre hypothése et valider notre but,

le présent projet de recherche a pour objectifs de (Figure 16) :

Objectif 1 :

Tester I’effet des fibrates hypolipémiants, couramment utilisés en clinique et activateurs
de PPARa, sur I’expression des enzymes de synthése de la bilirubine, HO-1 (enzyme
limitante de la synthése de la bilirubine) et BVR dans la paroi vasculaire. Pour cette
étude, les modéles cellulaires utilisés sont les cellules endothéliales de la veine
ombilicale humaine (HUVEC). Dans le cas d’un effet positif, cet impact permettrait une
amplification locale de la synthése de la bilirubine, antioxydant puissant capteur de
radicaux libres. Ceci favorise ainsi, une inhibition de I’événement initiateur de
1’athérosclérose, ’oxydation des LDL et par la suite une protection potentiellement

athéro-protectrice.

Objectif 2 :

Tester I’effet des fibrates hypolipémiants, couramment utilisés en clinique et activateurs
de PPARa, sur I’expression des enzymes de métabolisme de la bilirubine, UGT1A1 et
MRP-2, dans des cellules hépatiques. Les modéles cellulaires utilisés sont les
hépatocytes humains en culture primaire (HH) et la lignée d’hépatome humaine, HepG2.
En admettant qu’une modulation positive soit exercée sur 1’expression de ces enzymes,
la conjugaison et I’élimination de la bilirubine dans la bile seront favorisées, protégeant

ainsi I’organisme contre les accumulations toxiques de ce métabolite biliaire.
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Figure 16 : Hypothése générale du projet de recherche.
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Résumé

La bilirubine, produit de la dégradation de 1’héme, est un antioxydant puissant exergant des
fonctions arthéro-protectrices. Synthétisée lors du métabolisme de 1’héme par I’action
successive des enzymes, héme-oxygénase (HO-1) et biliverdine-réductase (BVR), la
bilirubine est métabolisée par 1’UDP-glucuronosyltransférase (UGT1A1) dans le foie, afin
d’étre éliminée sous forme glucurono-conjuguée par le transporteur, «Multidrug resistance
Related Protein» (MRP)-2. Les fibrates sont une médication fréquemment utilisée dans le
traitement de la dyslipidémie, prévenant 1’athérosclérose in vivo. L’hypothése de la présente
étude est: les fibrates régulent I’homéostasie de la bilirubine, ils modulent positivement
I’expression des genes impliqués dans sa synthése et son métabolisme. Des cellules provenant
de la veine ombilicale humaine (HUVEC) ainsi que des hépatocytes humains en culture
primaire (HH) et des cellules d’hépatome (HepG-2) ont été cultivées en présence de
différentes fibrates. L’expression de HO-1, de BVR, d’'UGT1A1 et de MRP-2 a été analysée
par PCR en temps réel et/ou par immunobuvardage. Dans les HUVECs, les fibrates stimulent
le niveau d’ARNm et de protéines de HO-1, cependant 1a BVR n’est pas affectée. D’autre
part, dans le foie, les fibrates affectent modérément I’expression de MRP-2, mais
significativement celle de I’'UGT1AIl. En conclusion, les fibrates exercent deux rdles dans
I’homéostasie de la bilirubine : dans les cellules vasculaires, ils amplifient la synthése de la
bilirubine, favorisant ainsi ses propriétés antioxydantes et athéro-protectrice. Dans le foie, ils
stimulent la conjugaison et 1I’élimination de la bilirubine protégeant ainsi le patient contre les

accumulations toxiques de ce métabolite.
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Abstract

Background: Atherosclerosis remains the first cause of mortality in the world. Bilirubin is a
product of heme degradation which has a potent anti-oxidative capacity. It has recently
emerged as an athero-protective endobiotic, but is neurotoxic in elevated concentrations.
Synthesized during the heme metabolism by the successive action of heme oxygenase (HO-1)
and biliverdin reductase (BVR), bilirubin is glucuronidated by UDP-glucuronosyl-transferase
(UGTI1ALl) in the liver and eliminated from the body as a conjugated glucuronide by the
transporter Multidrug resistance Related Protein (MRP)-2. Fibrates are frequently used in the

treatment of the dyslipidemia, preventing the atherosclerosis in vivo.

Objective: Our purpose is to determine if fibrates modulates positively the expression of the
genes involved in the synthesis of bilirubin and its metabolism. In order to verify if the
pharmacologic action of these drugs, take advantage of bilirubin anti-oxidant capacities and

of its athero-protector effect.

Methods: Human Umbilical Vein Endothelium Cells (HUVEC), Human Hepatocytes in
primary culture cells (HH) and hepatoblastoma cells (HepG-2) were cultured in presence or
absence of different fibrates for different durations (6 to 24 hours and 6 to 72 hours) at
indicated concentrations (10 to 250uM and 10 to 250uM) respectively. The expression of
HO-1, BVR, UGT1A1 and MRP-2 was analyzed by real-time PCR and/or by western blot.

Results: In HUVEC, fibrates stimulate the expression of HO-1 gene; while BVR gene

expression remains not affected. In hepatic cells, fibrates affect moderately the expression of

MRP-2, but increased the UGT1A1 mRNA level.

Conclusion: In vascular cells, fibrates amplify bilirubin synthesis, thus favoring its potential
antioxidant and athero-protective properties. In the liver, theses drugs stimulate the
conjugation and the elimination of bilirubin thus protecting the organism from its toxic

systemic accumulations.

Key words: Atherosclerosis, dyslipidemia, fibrates therapy, bilirubin serum, antioxidant.
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Introduction

Atherosclerosis is a pathological condition of the vascular wall in which arteries undergo
thickening of their intimal regions (Intern tunica of vascular wall) causing a total or partial
obstruction of the arteries [1]. Atherosclerotic cardiovascular disease (CVD), which involves
the heart, brain, and peripheral circulation, is a major health problem in industrialized
countries and around the world. The world health organization predicts that theses pathologies
will be the primary cause of mortality and morbidity in the world until 2010[2]. A dominant
factor in initiation of atherosclerosis is oxidative stress. It causes the oxidation of low-density
lipoprotein cholesterol (LDL-C), theses oxidized LDL-C involve the penetration of
monocytes in intimal region and their differentiation in foams cells which is followed by an
accumulation of inflammatory response leading to formation of a fibrous caps [3].The
atheromatous plaque thus will extend gradually until the media (intermediate tunica of
vascular wall), eventually lead to plaque ruptures causing stenosis or myocardial infarction
[4]. Dyslipidemia correspondent to a disruption in the amount of lipids in the blood; it’s
positively correlated with the risks of CVD [5]. Their reduction thus is a major target in

prevention of circulatory diseases.

However, at present, different strategies of cholesterol-lowering drugs exist: acid fibric
derivatives (i.e fibrates), HMG-CoA reductase (3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductase)
inhibitors, (i.e statins), inhibitors of intestinal cholesterol absorption (i.e ezetimibe), a
sequestrating of bile acid (i.e resins) and the niacin (increase catabolism of the cholesterol)
which allow an improvement on lipidic profile [6]. Fibrates (gemfibrozil (Lopid®) or
ciprofibrate (Lipanor®)) are used in the treatment of hypercholesterolemia and
hypertriglyceridemia. Treatment with fibrates results in a substantial decrease in plasma
triglycerides and LDL-C and an increase in HDL-C (High Density Lipoprotein Cholesterol)
concentrations, which have an athero-protector effect. In fact, fibrates are activators of the
peroxisome proliferator-activated nuclear receptor (PPAR)a [7] that modulate the expression
of genes involved in the metabolism of triglycerides and cholesterol. In human, PPAR« is
strongly expressed in liver, muscle, kidney, and intestine. Furthermore, it is expressed in
vascular wall cells where it controls reverse cholesterol transport genes; and it is also
expressed in the liver where its action supports the elimination of cholesterol and
triglycerides. Moreover fibrates also show a several many pleiotropic effects; it reduces the

vascular inflammation and decreases the synthesis of vasoconstrictor factors [8, 7]. In



addition, the endogenous antioxidant systems, like bilirubin, have the ability to limit

lipoprotein oxidation which is a crucial step for triggering the atherosclerosis.

Bilirubin 1s a lipophilic linear tetrapyrole (fig.1) abundant in human plasma with
physiological concentrations ongoing from 0.3 to 1.2 mg/dl [9], formed from the heme. In
vascular wall, heme is degraded by the enzyme heme oxygenase (HO)-1 into equimolar
amounts of free iron, biliverdin, and carbon monoxide. In mammals, biliverdin is
subsequently reduced by the biliverdin reductase (BVR) to bilirubin (fig.1) [10]. Being
insoluble, bilirubin is released in blood circulation where it binds to albumin. In hepatocytes,
bilirubin is glucuronidate by UDP-glucuronosyltransferase (UGT)1Al enzyme forming
mono- and diglucuronid conjugates (soluble). This metabolite is then eliminated in the bile
via the transporter, Multidrug resistance Related Protein (MRP)-2 (fig.1) [11]. Nevertheless,
recent studies demonstrated that bilirubin efficiently scavenges peroxyl radicals and
suppresses the oxidation reaction, thereby protecting membrane lipids [12]. Consequently, the
antioxidant capacity of bilirubin and its ability to scavenge peroxyl radicals may protect
against oxidized LDL-C which associated with CVD [3]. Furthermore, the protective activity
of bilirubin has been shown in numerous retrospective and prospective studies [13, 14] as
well as in a meta-analysis study [15]. Several analyzes reported that bilirubin concentrations
are inversely related to coronary artery disease (CAD), to carotid atherosclerosis [16] and to
risks of CVD, in men. In addition, a moderate high bilirubin level is a protective factor
against the heart diseases [15, 17]. Finally, a high bilirubin concentration proved to have a

protective capacity equal to that of HDL-C in coronary diseases patients [15].

The reaction of glucuronidation is an important metabolic process by which exogenous and
endogenous compounds, are converted into hydrophilic substances more easily excreted in the
urine [18]. These reactions are catalyzed by UDP-glucuronosyl-transferase (UGTs) enzymes.
The UGT1ALl is the enzyme in charge of the glucuronidation way of the insoluble bilirubin in
a soluble glucuronide metabolite. The activity of this enzyme may be affected by mild or
strong mutations, which will have consequences on the bilirubin concentrations and then on
atherosclerosis. Recently, Vitek et al [19] reported on the prevalence of ischemic heart disease
(IHD) in individuals with Gilbert syndrome (GS), a light deficit in UGT1ALl activity which
generates a moderately higher bilirubin plasmatic level than the normal [19]. About GS,
linkage region encoding for UGT1Al studies have identified a major locus at the
chromosome 2q 37 telomere that affects bilirubin concentrations. The insertion of a TA in the

TATAA box of the gene represents an allele designated by UGT1A1*28 which decreases



gene transcription. A significant association between UGT1A1*28 and CVD events has been
reported. These individuals present a moderate elevated circulating bilirubin and were found
to have an IHD prevalence rate of 2% compared with 12.1% in the general population [19]. In
addition, several meta-analysis studies have shown a negative relationship between serum

bilirubin concentrations and severity of atherosclerosis in men [15].

However, with high concentration, bilirubin is a neurotoxic molecule [20]. Mutations in the
UGTIAI1 gene (located on chromosome 2q37), as previously reported, lead to complete or
partial inactivation of the enzyme causing two other unconjugated hyperbilirubinemia

syndromes: type I and type II Crigler-Najjar syndromes.

Finally, general UGTs families constitute also target genes controlled by PPARa (which is
activated by fibrates). Recent work shows that a treatment with Wy14643, a synthetic
activator of PPARa, stimulates strongly and significantly the expression of UGTIALI in
human hepatocytes and hepatocytes isolated from transgenic mice (TG-UGT1) as well as the
expression of other UGTs, in vitro [21]. Also in vivo, an oral administration by cramming
with Wy14643 to others transgenic mice (TG-UGT1) shows an important induction of the
UGTI1ALl in the liver and intestine [21]. In the same way, other works revealed that the
activators of PPARa amplify UGT1A1 expression in hepatic cells of C57BL/6 mouse in vivo
[22]. Therefore, fibrates, activators of PPARa appear to be modulators of UGT1AI activity

which is responsible for bilirubin glucuronidation.

The athero-protective properties of bilirubin make this molecule as an attractive candidate of
identification of new therapeutic approaches reducing CVD. However, the neurotoxic effects
of this molecule prevent its systemic use. Based on the observation that “a significant, but
non-toxic drug-induced elevation of bilirubin levels will be profitable to reduce
atherogenesis”, the aim of the present study was to test the effect of fibrates on the expression
of bilirubin synthesizing enzymes (HO-1 and BVR) in vascular wall cells (represented by
human umbilical vein endothelial cells (HUVEC)); and on the expression of its metabolic
way enzyme (UGT1A1 and MRP-2) in hepatic cells (human hepatocytes in primary culture
cells (HH) and HepG-2 (hepatoblastoma cells)).



Materials and Methods

Materials

HUVEC were purchased from Cambrex, East Rutherford, U.S.A. and HH were obtained from
Invitro Technologies (Baltimore, MD). HepG2 cells were provided by the American type
Culture Collection (Rockville, MD). Cell culture reagents were from Invitrogen (Burlington,
Canada). Pirinixic acid (4-Chloro-6-(2, 3-xylidino)-2-pyrimidin-ylthioacetic acid), commonly
known as Wy-14643, ciprofibrate, gemfibrozil and DMSO were purchased from Sigma-
Aldrid (St. Louis, MO). Syber Green PCR Mastermix was provided from Applied Biosystems
(Foster City, CA, U.S.A.). The anti-HO-1 was obtained from Stressgen, Ann Arbor, Michigan
U.S.A.; the rabbit polyclonal anti-human actin antibody was purchased from Sigma (A5060)
and the secondary anti-rabbit IgG (RPN4301) was from Amershan (Oakville, ON, Canada).

Cell Culture

HUVEC were cultured in EGM (Endothelial Cell Growth Medium) according to the
manufacturer’s instructions (Lonza group, Switzerland), supplemented with 0.2% FBS (Foetal
Bovin serum). For cell treatments, 1.2x10° cells in 12-well plates were plated and exposed to
fibrates for indicated durations (6 to 24 hours) at indicated concentrations (10 to 250uM) as

described below.

HepG2 were incubated in DMEM (Dulbecco’s Modiefied Eagle Medium) supplemented with
10% FBS. 4x10° cells were plated in 12-well plates and treated with fibrates in DMEM
without FBS for indicated durations (6 to 72 hours) at indicated concentrations (10 to 250uM)

as described below.

HH were plated in 24-well plates (35x10°cells/well) and maintained in InVitroGro CP
medium for 48 hours with change of medium after 24 hours. Afterwards, the cells were
treated with vehicle (dimethylsulfoxide (DMSO), 0.1 % v/v) or fibrates in InVitroGro HI

medium for 48 hours.

All the experiments were released in Dose Response (DR) or in Time course (TC) for
determining the requirements for obtaining an optimal effect. For each compound, the
concentrations and the durations used are pharmacologically relevant as described in literature
[23]. The fibrates used in this study are: gemfibrozil (DR: 10 a 250uM, TC: 6 a 72h) and
ciprofibrate (DR: 10 a 250uM, TC: 6 a 72h). Moreover, one synthetic activator of PPARGa,
Wy14643 (DR: 10 a 100uM; TC: 6 a 48h) was also used. All the treatments were realized in

triplicate with a negative control (vehicle).



RNA Isolation and Reverse Transcription

Total RNA was isolated from treated or control cells as previously reported [24] according to
the Tri-reagent acid phenol protocol as specified by the supplier (Molecular Research Center
Inc., Cincinnati, OH). The reverse transcription was performed using 200 units of Superscript
II reverse transcriptase (Invitrogen, Brulington, Ontario, Canada) for 1 pg of total RNA and
7.5ng random hexamere (Roche, Laval, Quebec, Canada) at 42°C for 50 minutes (as

previously reported [25, 26]).

Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

The level of expression of HO-1, BVR, UGT1A1 and MRP-2 was analyzed by RT-PCR with
SYBR® Green by using the ABI Prism 7500 detection system from Applied Biosystems
(Foster City, CA).

For the analysis of HO-1 and UGT1Al, in each reaction, the final volume of 20ul comprised
10pl of SYBR® Green PCR Master Mix, 2ul of each primer and 6pl of diluted reverse
transcription product (1:500 dilution) (Table 1). The cycle parameters for real-time PCR were
as follows: initial 95°C for 10 minutes, followed by 40 cycles of 95°C for 15 seconds and

Iminute at the gene-specific temperature as indicated (Table 1).

The specific amplification of each target mRNA was ensured by direct sequencing of PCR
products. Threshold cycle (Ct) values were analysed using the comparative CT (AACT)
method as described by the manufacturer (Applied Biosystems). The amount of target gene
(2%%°T) was obtained by normalizing to the endogenous reference (28S (for UGT1A1) and
GAPDH (for HO-1) gene) and was expressed relatively to vehicle-treated control as the
baseline. For each gene, the amplification efficiency and the accuracies of AACT of target
genes compared with (28S or GAPDH) were tested using 2 to 5 log of concentrations of

cDNA produced from Hei)GZ or HH or HUVEC-cell purified mRNA.

For the analysis of BVR and MRP-2, each reaction (20pul) consisted of 10ul of Tagman
Universal® PCR Master Mix (provided by Applied Biosystems), 1ul of specific probe
(Tagman gene expression assay) and 9ul of diluted RT product. The assay ID used:
Hs00167599 _ml for BVR and Hs00166123_m1 for MRP2

Western-blot analysis

Total proteins from control and treated cells were purified according to the Tri-Reagent acid
phenol protocol. For western blot experiments, 20 pg of total proteins were size-separated on
a 12% SDS-polyacrylamide gel, and immunoblotted with an anti-HO-1 antibody (dilution

1:5000).The same amount of protein was also immunoblotted with an anti-actin antibody as a



loading control. Relative protein levels were quantified by using Biolmage Visage 110s
(Genomic Solution, Ann Arbor, MI, U.S.A.).

Statistical analyses
All data are presented as mean + SD. Comparisons between two groups were performed using

a two-tailored Student T-test with the JMP V4.0.2 software (SAS Institute, Cary, NC,
U.S.A.). In all cases p< 0.05 was considered statistically significant.



Results

Fibrates stimulate expression of the rate limiting enzyme of the bilirubin synthesizing (HO-
1) in vascular endothelial cells

To validate our first aim, we tested the effect of fibrates (Wyl14643, ciprofibrate and
gemfibrozil) on HO-1 and BVR expression in HUVEC. We have observed that exposure of
HUVEC cells to vehicle or fibrates for 12h in dose response (10 to 100uM for Wy14643 and
10 to 250uM for ciprofibrate and gemfibrozil), induces HO-1 mRNA level. Wyl14643
amplifies significantly and dose-dependently HO-1 expression and the most effect was
pronounced at 50uM for 3.6 fold more (fig.2A). In the same way, ciprofibrate and gemfibrozil
induce dose-dependently HO-1 mRNA level, the strongest effect was observed at 250uM for
each of the 2 fibrates with 2.25 and 4.4 fold induction respectively (fig.2B et 2C).

Moreover, subsequent analysis of HO-1 protein levels in fibrates-treated HUVEC cells, with
the same concentrations for 12h, confirmed the induction observed at the mRNA level.
Wyl14643 treatment resulted in a moderate increase of HO-1 expression at 100uM (50 %
more). While this expression does not seem to be affected at 10; 25 and 50uM (fig.2D). The
analysis of HO-1 protein levels in ciprofibrate-treated HUVEC cells confirmed the increased
detected with RNA at 10; 50 and 100 pM (an amplification of 50, 94 and 66 % more than
vehicle, respectively), but at 250uM, the protein level is only slightly increased (24% more
than vehicle) (fig.2E). Finally, gemfibrozil resulted in a strong expression at 250uM only
(50% more than vehicle) (fig.2F).

This DR experiments allowed to determine the concentrations of fibrates for which the
induction of HO-1 expression is maximum (Wyl14643 (50uM), ciprofibrate (250uM) and
gemfibrozil (250uM)), also, they are in agreement with the concentrations often found in the
literature [27]. Exceptionally, in the case of Wy14643, a concentration of 75uM is more used
in literature than a concentration of S0uM [21, 35]. Additional TC experiments (6 to 24h) of
fibrates-treated HUVEC cells were realized with the conceived concentrations for ciprofibrate
and gemfibrozil and 75pM for Wy14643 (fig.2).

Wyl14643 (75uM) treatment led to a significant stimulation of the HO-1 activity for the
different durations of treatments, with the largest response being observed after 9h and 12h
(3.7 and 3.6 fold induction respectively) (fig.2G). Also, ciprofibrate (250uM) showed a
significant amplification of this gene activity after 9h of treatment (4 fold more than vehicle)
(fig.2H). As well, gemfibrozil (250pM) increase HO-1 activity after the different treatment
with the highest effect being observed after 4h (fig.2I).



In addition, several analyzes of BVR mRNA level in fibrates-treated HUVEC were carried

out in our laboratory, the activity of this gene remains unchanged (results not presented).

Therefore, our data indicate that in HUVEC, PPARa activators increase HO-1 (the rate
limiting enzyme of the bilirubin synthesizing pathway) mRNA and protein levels, whereas the

expression of BVR remains unchanged.

Fibrates stimulate the enzymes expression of bilirubin metabolizing enzymes in hepatic
cells

The second objective aims at examining the potential effect of fibrates on UGTIAl and
MRP-2 genes in the liver. For this study the cellular models which were used are the HH and
HepG2. Obviously, the conceived concentrations (250uM for gemfibrozil and ciprofibrate)
were also used during experiments of this second objective (fig.3 and 4). For Wyl14643, we

also used at 75uM for cells-treatement.

We have observed the exposure of HepG2 cells to vehicle or fibrates in DR and/or in TC
experiments on the UGT1A1 and MRP-2 mRNA level, which were determined by PCR in
real time. These analyses showed that fibrates stimulate UGT1A1 expression in TC and in
time dependant manner from 6 to 48h for Wy14643 (significant maximal induction: 2.75 fold
more than vehicle (fig3.A)) and from 12 to 72h for ciprofibrate and gemfibrozil (significant
maximal induction: 2.3 and 2.2 fold more than vehicle, respectively (fig.3B and 3C)).

Evenly, in dose response and after 48h of treatment, these fibrates increased the UGT1Al
gene activity in a dose-dependent manner with the highest response was observed at 100uM
for the Wy14643 (a significant rise of 2.9 fold more (fig.3D)) as well as for the ciprofibrate (a
significant rise of 2.25 fold more (fig.3E)). Whereas the maximum expression induced by the

gemfibrozil was observed at 250uM with a significant rise of 2.25 fold induction (fig.3F).

However, the fibrates slightly modulated MRP-2 expression during TC experiments in HepG2
cells (fig.4). Variable effects were observed at the different durations of treatments, as well
for Wy14643, as for ciprofibrate, than for gemfibrozil. A significant induction of MRP-2
expression of 50 and 30% was marked after 24 and 48h of treatment respectively in the case
of Wyl4643, contrary after 12h of treatment no effect was observed (effect non significant)
(fig.4A). As well, ciprofibrate allowed a significant stimulation of MRP-2 activity only after
12 and 48h (of treatement) with a weak increase of 25 and 15%, respectively (fig.4B). In
particular, the gemfibrozil treatment underlined very variable effects from 12 to 72h: an
induction of 2 fold more than vehicle after 12h, 25% after 24h, 7% after 72h and no effect
after 48h (fig.4C).



Likewise, the expression of HO-1 was slightly modulated by the 3 fibrates in HepG2 cells in a
time-dependent manner (fig.4) and very variable responses were showed following the
treatments. Wy14643 treatment resulted in light significant rise of 20 and 25% after 12 and
24h respectively (fig.4D). Similarly, ciprofibrate treatment showed an induction of the HO-1
activity after 12 and 24h whereas no significant effect after 48 and 72h of treatment (fig.4E).
As for gemfibrozil, it significantly doubled the mRNA level of HO-1 after 12h, and no
significant modulation was observed after 12, 24 and 48h of treatment (fig.4F).

In order to confirm the induction of UGT1Al, HO-1 and MRP-2 hepatic expression by
fibrates treatment, HH were treated with vehicle or fibrates, obviously according to
pharmacologically relevant doses: Wyl14643 (75uM), ciprofibrate (200uM) and gemfibrozil
(200uM). These experiments affirmed the rise of relative UGT1A1 mRNA level (Wyl14643:
1.9 fold more; ciprofibrate: 2.5 fold more and gemfibrozil: 2 fold more (fig.5A)) and the light
induction of MRP-2 activity (Wyl14643: 1.5 fold more; ciprofibrate: 1.8 fold more and
gemfibrozil: 2 fold more (fig.5B)). However a reduction of HO-1 expression of 50% was

remarked in theses cells treatement (fig.5B).

Thus fibrates induce genes expression responsible for the conjugation and elimination of

bilirubin in order to avoid its accumulation on toxic levels.



Discussion
Current therapeutic interventions for the treatment of hypertriglyceridemia and
hypercholesterolemia include fibric acid derivatives, statins and oral hypoglycemic agents,

respectively, with the underlying aim of preventing CVD.

In the present study, it was found that fibrates induced bilirubin synthesis (by inducing HO-1
expression) and its metabolism (by inducing UGT1A1 and MRP-2 activity) in vascular wall
cells and hepatic cells, respectively. These in vitro observations provide a novel
pharmacologic effect involving mechanistic possibilities for endogen pathways contributing
to a reduction vascular disease in vivo. This is supported by the potent antioxidant properties
of bilirubin involved in the defense against oxidative stress [28] and then in the protection
against atherosclerosis [29]. Moreover, to avoid a body imbalance, the induction of the
bilirubin glucuronidation and its transport into bile protect against its toxic accumulations.
Thus, this study is about an original model initiates by fibrates, based on a balance between

the bilirubin synthesis and its metabolism, for anti-atherosclerosis aim.

Effect of fibrates on HO-1 and BVR

According to “Diabetes and Combined Lipid Therapy Reginen (DIACOR)”, these
cholesterol-lowering drugs induce HDL-C level of 13.7%. Indeed, the pharmacological action
of fibrates is mediated by PPARa, a ligand-activated transcription factor that positively
regulates gene expression of lipoproteins metabolism by increasing lipoprotein lipase
expression; Apo-lipoprotein-I and Apo-lipoprotein-II synthesis and by reducing of Apo-
lipoprotein C-III activity [30]. However, the mechanism of action of this medication remains
very little elucidated, the present work identifies a novel mechanism of action of fibrates also

via the stage of PPARa activation.

In recent years, a considerable amount of attention has been focused on the role of HO-1 and
the heme-bilirubine-carbon monoxide pathway in the development of atherosclerosis [31]. In
fact, HO-1 induction gene has been proposed as a new therapy by Victor et al [32]. They
showed that this HO-1 induction had protection effect against oxidative stress, which is a
process that may be important in CVD pathophysiology [32]. Moreover, our results shown
that fibrates stimulate the gene expression of this bilirubin-synthesizing enzyme, HO-1 in
vascular wall cells. This was most clearly observed in mRNA level than in protein after cells
treatment. That can be explained by the fact that protein expression takes more times than

mRNA expression for the same treatment duration (12h of treatment in this case). However as



we have mentioned previously, that bilirubin efficiently scavenges peroxyl radicals and
suppresses the oxidation reaction in liposomes [28], thereby protecting membrane lipids [12].
Also, it constitutes a protective factor positively correlated to a lower risk of CVD. Therefore,
the protective antioxidant effect of HO-1 is indirect, depends on the metabolites of heme
released by the enzyme and passes by the antioxidant power of the bilirubin. In fact, the
bilirubin concentration is weak in plasma but insufficient in cell to be opposed to oxidative
stress according to stoechiometric basis. Indeed, 10nM of bilirubin protect from a
concentration 10° times higher from H202. In fact, bilirubin is considered like as factor acting
in catalytic way in a redox cycle. In this cycle, the bilirubin is oxidized by the ROS in

biliverdin then again reduced in bilirubin [33].

BVR which catalyzes the reduction of biliverdin in bilirubin also behaves like an antioxidant,
but in indirect manner [33]. That explains the reasons for which, we focused our studies on
the fibrates impact on these 2 genes responsible for the bilirubin synthesis. However
according to the results obtained, the BVR expression wasn’t modified after a fibrates
treatment. That is can be explained by the limiting enzyme of the bilirubin synthesizing
pathway correspond to HO-1and not to BVR.

Effect of fibrates on UGTIAI and MRP-2

According to recent work, a fibrates-treatment significantly induces UGT1A1 activity in
hepatic cells [21]. These results were confirmed by our works; Wy14643, ciprofibrate and
gemfibrozil induce UGT1A1l expression in time-dependent and dose-dependent manners in
HepG2 cells and these results were confirmed in HH cells. Also, our results confirm others
studies published recently like: Chlouchi et al demonstrated that treatment with clofibrate
stimulates UGT1A1 expression in hepatocytes of rat and then over-expressing bilirubin

glucuronidation [36].

Moreover, about GS, a significant association between UGT1A1*28 and CVD events were
established by Vitek et al.: a prospective study shows a significant incidence of three years
limiting CVD events in GS patients [19]. That supports our results concerning pharmacologic
action of PPARa which resulting in a moderate higher bilirubin concentration and then an

athero-protective effect.

We finally proved that fibrates increase moderately the expression of the MRP-2 transporter,
responsible of bilirubin elimination in bile. So according to our results, fibrates induce
efficiently the UGT1A1 expression, but its effect is moderate on MRP-2 expression, this can

lead to a situation where the hepatic production of conjugated bilirubin exceeding the capacity



of elimination by MRP-2, and then can lead to a hepatic accumulation of conjugated bilirubin.
This situation is close to the Dubin-Johnson disease, which results from a hereditary defect in
biliary secretion of bilirubin pigments, and manifests as recurrent jaundice with conjugated
hyperbilirubinemia. This anomaly is due to the absence of the MRP-2 gene expression located
on chromosomes 10q 24. This disease is totally benign. No treatment is necessary and patients
have a normal life expectancy [34]. Thus a moderated induction of MRP-2 by the fibrates has
no disadvantage effect and reinforces the idea of starting research and experiments trying and

confirming this model of “bilirubin balance”, in vivo.

All these concepts together can indicate a high probability of implication of the bilirubin
antioxidant and anti-atheromatous properties in the action of fibrates, through regulation of
implicated gene by PPARa. It remains to identify the molecular mechanisms involved in the
expression response of the following genes HO-1; UGT1A1l and MRP-2 to PPARa. However,
it is known in literature that PPARa regulates the transcription of genes which have in their
promoters a responsive element (Peroxisome Proliferation Response Element (PPRE)) to

PPARa [37, 38]. This concept will be interesting to check in vivo.



Conclusion

Despite the progress achieved in the last decade, we remain far of finding a complete cure for
Atherosclerosis. This study opened a way for a novel pharmacologic mechanism of fibrates
action benefiting from bilirubin antioxidant capacities in their athero-protectors effects. This
original model, initiate by fibrates is based on the balance between the induction of the
bilirubin synthesis and its metabolism in vitro. It allows also a better comprehension of
fibrates pharmacological activity and clinical effects observed in order to improve knowledge
of complex mechanisms involve in atherosclerosis lesions. It remains to check these concepts

on an animal model.
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Legends

Figure 1: Synthesis and metabolism of bilirubin [10].

Figure 2: Fibrates induce HO-1 mRNA expression in cells of the vascular wall

(A, B, C, D, E and F) HUVEC were treated, in dose response, with DMSO (vehicle) or
Wy14643 (10 to 100uM) (A and D) or ciprofibrate (10 to 250pM) (B and E) or gemfibrozil
(10 to 250uM) (C and F) in EGM, supplemented with 0.2% FBS for 12h.

(G, H and I) HUVEC were treated, in Time Course, with DMSO (vehicle) or Wy14643
(75uM) (G) or ciprofibrate (250uM) (H) or gemfibrozil (250uM) (I) in EGM, supplemented
with 0.2% FBS for the indicated durations (6 a 24h).

(A, B, C, G, H and I) HO-1 mRNA levels were measured by real-time PCR and normalized to
GAPDH expression. Results are presented as means + S.D. Statistically significant
differences are indicated by asterisks. (Student’s t test between control and treated samples:
*p <0.05; **: p <0.005; ***: p <0.001).

(D, E and F), twenty pg of total protein of each sample was immunobloted with an anti-
human HO-1 antibody (dilution 1:5000). Five pg of human liver was used like positive
control. The same quantity of protein was, also immunobloted with an anti-actin antibody

considered like a control.

Figure 3: Fibrates induce UGT1A1 mRNA expression in HepG2 cells

(A, B and C) HepG2 cells were treated, in time course, with DMSO (vehicle) or Wyl4643
(75uM) (A) or ciprofibrate (250uM) (B) or gemfibrozil (250pM) (C) in DMEM,
supplemented with 10% FBS, for the indicated durations (6 to 48h for Wy14643 and 12 to

72h for ciprofibrate and gemfibrozil).



(D, E and F) HUVEC cells were treated, in dose response, with DMSO (vehicle) or Wy14643
(10 to 100pM) (D) or ciprofibrate (10 to 250uM) (E) gemfibrozil (10 to 250uM) (F) in
DMEM, supplemented with 10 % FBS for 48h. UGT1A1 mRNA levels were measured by
real-time PCR and normalized to 28S expression. Results are presented as means +S.D.
Statistically significant differences are indicated by asterisks. (Student’s t test between control

and treated samples: *p < 0.05; **: p < 0.005; ***: p <0.001).

Figure 4: Fibrates modify HO-1 and MRP-2 mRNA expression in hepG2 cells

(A, B, C, D, E and F) HepG2 cells were treated, in time course, with DMSO (vehicle) or
Wyl14643 (75uM) (A and D) or ciprofibrate (250uM) (B and E) or gemfibrozil (250uM) (C
and F) in DMEM, supplemented with 10 % FBS, for indicated durations (12 to 48h for
Wy14643 and 12 to 72h for ciprofibrate and gemfibrozil). HO-1 or MRP-2 mRNA levels
were measured by real-time PCR. Results are presented as means + S.D. Statistically
significant differences are indicated by asterisks. (Student’s t test between control and treated

samples: *p < 0.05; **: p <0.005; ***: p <0.001).

Figure 5: Effect of fibrates is confirmed on UGT1A1; HO-1 and MRP-2 in liver cells

(A, B and C) HH cells were treated in DMSO (vehicle) or fibrates: or Wy14643 (75uM), or
ciprofibrate (250uM), or gemfibrozil (250pM) In Vitro Gro CP medium for 48 h. UGTI1Al
(A); MRP-2 (B) or HO-1 (C) mRNA levels were measured by real-time PCR. Results are
presented as means * S.D. Statistically significant differences are indicated by asterisks.
(Student’s t test between control and treated samples: *p < 0.05; **: p < 0.005; ***: p <

0.001).



Tableau

TABLE I: Primers and conditions used in PCR analysis

Final

Gene Primers :
concentration (nM)

T[C]

HO-1 FOR 5’-AAGATTGCCCAGAAAGCCCTGGAC-3’ 2500 65°C
REV 5’-AACTGTCGCCACCAGAAAGCTGAG-3’

FOR 5’-TTCATTGACCTCAACTACATGGTTTAC-3’
GAPDH _ 2000 62 °C
REV 5’-TTGGAGGGATCTCGCTCCTG-3’

FOR 5’-GAGAGAGGTGACTGTCCAGGAC-3’

UGTIAI 1250 63°C
REV 5’-CAAATTCCTGGGATAGTGGATTTT-3’
og FOR 5’-AAACTCTGGTGGAGGTCCGT-3’ 2000 Depends on
s
REV 5’-CTTACCAAAAGTGGCCCACTA-3’ the strategy

FWD: FORWARD; REV: REVERSE; RT-PCR
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Figure 1: Synthesis and metabolism of bilirubin [10].
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Figure 2: Fibrates induce HO-1 mRNA expression in cells of the vascular wall.
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Figure 3: Fibrates induce UGTIA1 mRNA expression in HepG2 cells.
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Figure 4: Fibrates modify HO-1 and MRP-2 mRNA expression in hepG2 cells.
A Wy14643(75uM) B  Ciprofibrate (250 uM) C  Gemfibrozil (250 uM)
o vehicle
.2.5- .Tmf{m 22.0- . 2"6&'%" OuM) 23.0— :'Ico.hi:h "
] ® © -
20 . 316- . 3254 (50w
Z 2 220
2 1.5 €1.2- - ns. E
ns.
5 n.s. g E 1.5 n.s.
x 1.0 £ 0.8 f L
g 2 i
£ 0.5 804+ %05
x K] =
12 24 48 12 24 48 72 72
Time (h) Time (h) Time(h)
B o vehicle E o vehicle F o vehicle
1.6- ® Wy14843(75uM) = Ciprofibrate (2004M) 2.5- = Gomhecat
s 7 r T n.s. % ”
3 1.2 ek 21.6 EZ.O-
2 n.s. g n.s. §
T £1.2 1.5
< 0.8] L. E
B 20.8- 3101
204 ° °
§94 §04- £0.5-
@ © e
48 72 12 24 48 T2

Time (h)

Time (h)

Time (h)



Fibrates stimulates the athero-protector effect of bilirubin

100

Figure 5: Effect of fibrates is confirmed on UGT1A1; HO-1 and MRP-2 in human
hepatocytes.
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CHAPITRE 1V : DISCUSSION &
PERSPECTIVES
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5. Discussion

Les interventions thérapeutiques courantes au sujet du traitement de I’hypertriglycéridémie
et de I'hypercholestérolémie visant dans la plupart des cas 1’athérosclérose, impliquent
plusieurs stratégies incluant les dérivés de 1’acide fibrique. En effet, I’impact des fibrates
sur le métabolisme lipidique est lié a leur capacité d’activer I’expression du récepteur
nucléaire PPARa qui régule la transcription des génes impliqués dans ce métabolisme : ils
visent la régulation des lipoprotéines en stimulant 1’expression des génes de la LPL; de
I’apo-1 et de I’apo-1I et en réduisant 1’expression du géne de 1’apo-C-III (Staels et al.,
1998). Or, le mécanisme d’action moléculaire exacte de cette médication demeure trés peu
élucidé a ce jour. Dans ces travaux, on propose une action complémentaire du mode
d’action des fibrates, toujours en passant par 1’étape de I’activation du récepteur nucléaire
PPARa mais couplée a une surexpression locale d’un systéme antioxydant endogéne, la
bilirubine. Ce pigment biliaire se distingue aussi par des propriétés anti-inflammatoires
(Willis et al., 1996) et anti-athéromateuses (Wu et al., 1996) reconnues dans la littérature.

Avec nos résultats, on a démontré que les fibrates activateurs de PPARa, induisent la
synthése de la bilirubine par une stimulation du geéne de I’enzyme HO-1 (enzyme limitante
de la synthése de ce pigment biliaire dans les cellules de la paroi vasculaire) a une intention
athéro-protectrice. Ces travaux pourraient dévoiler ainsi des voies endogénes impliquées
dans le mode d’action des fibrates, contribuant a la réduction et a la prévention des MCV in
vivo. Ces résultats expérimentaux s’appuient sur la capacité antioxydante de la bilirubine,
impliquée dans la réduction du stress oxydatif (Stocker et al., 1987), protégeant les lipides
membranaires contre les radicaux peroxyls et évitant ainsi la formation des LDL-ox,

déclencheurs de 1’athérosclérose (Schwertner et al., 1994).

D’autre part, au niveau hépatique, I’activation de PPARa stimule aussi le métabolisme de la
bilirubine par une amplification de I’expression de I’'UGT1AIl et celle du transporteur
MRP-2. Cette stimulation de la glucuronidation de la bilirubine et de son transport dans la
bile protége ’organisme contre les accumulations toxiques de ce métabolite et évite un

déséquilibre corporel.
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Donc, ce projet évoque un modele original initié par les fibrates, passant par I’activation de
PPARAa, tout en gardant un équilibre entre la synthése de la bilirubine et son métabolisme, a

des fins athéro-protectrices.

Effet des activateurs de PPARa sur HO-1 et BVR

Ces derniéres années, une grande attention a été consacrée au role de HO-1 et celui de la
voie de I’héme-bilirubine-monoxyde de carbone dans le développement de 1'athérosclérose
(Scott et al., 2007). En fait, I'induction de 1’expression de HO-1 a été proposée comme une
nouvelle thérapie par Victor et al. (Victor and Rocha, 2007); il a démontré que cette
enzyme, par sa propriété antioxydante exprime un effet protecteur contre le stress oxydatif,
un processus important dans la pathophysiologie des MCV qui fait état d’une action anti-
inflammatoire (Victor and Rocha, 2007). Toujours in vitro et d’aprés des travaux récents
réalisés par Gerhard Kronke et al en 2007, une nouvelle notion vient de se rajouter :
I’expression de HO-1 est régulée par PPARa de fagon transcriptionnelle, impliquant une
protection anti-inflammatoire et antiproliférative (par des activateurs de PPAR«) a travers
la surrégulation de HO-1 (Kronke et al.,, 2007). En fait, nos travaux soutiennent ces
rapports et offrent aussi une notion additionnelle : 1’implication de la stimulation de HO-1
par I’activation de PPARa au cours du mode d’action des fibrates, passe par la stimulation
de la synthése de la bilirubine, molécule a puissante capacité antioxydante; le fait qui est a

I’origine des protections anti-inflammatoires observées, in vitro.

Comme HO-1 est I’enzyme limitante de la synthése de la bilirubine et d’apres les résultats
de la présente étude, une stimulation de cette enzyme répond par un accroissement de la
synthése du pigment biliaire dans les cellules de la paroi vasculaires; et de plus, comme on
vient de le mentionner, la bilirubine posséde un fort pouvoir antioxydant envers les
radicaux hydroperoxyls (RO2-) et I’oxygene singulet, donc 1’effet antioxydant protecteur de
HO-1 est indirect, dépend des métabolites de I’héme libérés par 1’enzyme et passe par le

pouvoir antioxydant de la bilirubine.

La BVR qui catalyse la réduction de la biliverdine en bilirubine se comporte aussi comme
un antioxydant indirect (Stocker, 2004). Ceci explique les raisons pour lesquels, nous nous
sommes concentrés surtout sur I’étude de 1’effet des fibrates vis-a-vis de ces 2 génes (HO-1

et BVR) qui sont aussi responsables de la synthése de la bilirubine. Or selon les résultats
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obtenus, I’expression de BVR n’est pas modifiée suite a un traitement aux fibrates
(résultats non présentés). Ces résultats sont expliqués par la notion d’enzyme limitante de la
synthése de la bilirubine qui est attribuée a HO-1 et non a BVR (Maines, 1997; Maines and
Panahian, 2001). Néanmoins, des travaux récents indiquent que 1’action protectrice de la
BVR peut étre indépendante de la formation de la bilirubine. On explique ceci par le fait
que la synthése de la bilirubine est associée a I’activité kinase de la BVR qui agit dans les
cascades transductionnelle du signal, au cours du cycle redox (de la biliverdine-bilirubine)
(Miralem et al., 2005). Donc, des travaux supplémentaires seront nécessaires a réaliser pour

dévoiler les propriétés et les fonctions précises de I’enzyme BVR.

Par ailleurs, une étude récente s’est concentrée sur 1’effet de HO-1 in vivo : une sur-
régulation pharmacologique de I’expression de HO-1 a I’aide de cobalt protoporphyrine IX
chez la souris révéle une montée des propriétés antioxydatives et anti-inflammatoires, alors
qu’une inhibition de I’expression de ce géne par injection d’un anti-siRNA HO-1 s'est
avéree réductrice des ses effets protecteurs (Benallaoua et al., 2007). Mais la concentration
de la bilirubine n’a pas été analysée dans la plupart des études impliquant une sur- ou une
sous-régulation de HO-1. Donc cette étude appuie notre modele de « balance » de la
bilirubine régulée par PPARa, qui pourrait étre appliqué et réussi in vivo. Pour cela, il serait

important d’étudier et de déterminer clairement ce modéele.

Effet des fibrates sur UGTIAI et MRP-2

Dans nos travaux, on a démontré que le wy14643, le ciprofibrate et le gemfibrozil, ligands
de PPARGq, induisent I’expression d’UGT1AL1 au fur et 8 mesure de la durée du traitement
et d’une fagon dose-dépendante dans les HepG2 ainsi que dans les HH. En effet, en plus
des geénes lipidiques, les UGTs constituent aussi des genes cibles régulés par PPARa qui est
fortement exprimé au niveau hépatique chez ’humain. Ces résultats confirment plusieurs
travaux publiés récemment; Chlouchi et al ont démontré qu’un traitement au clofibrate
stimule I’expression de I'UGT1Al dans les hépatocytes de rats stimulant ainsi la
glucuronidation de la bilirubine (Chlouchi et al., 2007). Egalement, d’autres rapports
évoquent que le Wyl4643, activateur synthétique de PPARa, stimule aussi fortement et
significativement 1’expression de 'UGT1A1 dans des HH et des hépatocytes isolés & partir
de souris transgéniques (TG-UGTI1) ainsi que 1’expression d’autres UGTs, in vitro
(Senekeo-Effenberger et al., 2007).
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En outre, in vivo, une administration orale par gavage de Wyl4643 a d’autres souris
transgéniques (TG-UGT1), montre une importante induction de I’'UGT1A1 au niveau du
foie et de I’intestin (Senekeo-Effenberger et al., 2007). Pareillement, d’autres travaux ont
révélé que les activateurs de PPARa amplifient I’expression d’UGT1A1 dans les cellules
de foie de souris C57BL/6, in vive (Buckley and Klaassen, 2009).

Donc, les fibrates qui sont des activateurs de PPARa, semblent bien étre des modulateurs
de I’activité de 1I’enzyme responsable de la glucuronidation de la bilirubine, ’'UGT1A1l. La
bilirubine est ainsi conjuguée et éliminée dans la bile; et par conséquent la balance entre la
synthése et le métabolisme de ce métabolite sera rétablie (aprés induction de sa synthése

par la stimulation de HO-1) et I’organisme sera protégé de ses accumulations toxiques.

Finalement, nous avons prouvé que les fibrates induisent modérément I’expression du
transporteur MRP-2 responsable de I’élimination de la bilirubine dans la bile. Donc, selon
nos résultats obtenus, les fibrates induisent fortement I’expression de I'UGTIA1 et
modérément celle de MRP-2. Ceci pourra engendrer la situation suivante : une production
hépatique de bilirubine glucuronidée excédante a la capacité d’élimination par MRP-2 et
qui pourra se finir par une accumulation hépatique de bilirubine glucuronidée. Cette
situation est semblable a celle de la maladie de Dubin-Johnson qui est défini comme un
ictére héréditaire de 1'adulte a bilirubine conjuguée, lié a un déficit de I'excrétion de cette
dernié¢re dans la bile. L'anomalie est a I’origine d’une absence d’expression du geéne de
MRP-2, localisé sur le chromosome 10q24. La maladie est totalement bénigne. 1l n'y a

aucun traitement et 1’espérance de vie du patient est normale (Nisa and Ahmad, 2008).

Donc une induction modérément élevée de MRP-2 par les fibrates n’a aucun effet
désavantageux et renforce 1’idée d’aborder des travaux concernant I’essai de ce modéle de

« balance de la bilirubine » in vivo.

Cependant, cette possibilit¢ d’exprimer le syndrome de Dubin-Johnson di a un effet
différentiel des agonistes de PPARa sur UGT1A1 et MRP2 ne peut étre qu’une hypothése
suggérée, surtout que le role de PPARa dans le foie humain n’est pas encore clairement
défini. En plus, la vérification de cet effet a 1’aide d’un modéle animal, a titre d’exemple le
modele de souris transgéniques (TG-UGT1), traité a 1’aide du Wyl14643, décrit par
Senekeo-Effenberger et ses collégues, ne peut étre fiable, car il a été démontré que les

fonctionnalités de PPARa ne sont pas semblables chez I’humain et chez la souris. En effet,
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la concentration hépatique de PPARa chez la souris est plus élevée que celle observée dans
le foie humain (Desvergne and Wahli, 1999). Toutefois, les resultats obtenus par Seneko-
Effenberg et ses collégues ne montrent pas une induction «dramatique» de 1’expression
d’UGT1A1 a I’aide du traitement au Wy14643. Le fait qui permettra de dire qu’un effet
différentiel des agonistes de PPARa sur UGTIAI et MRP2 n’est pas forcément trés
exprimé suite a un traitement a ces activateurs pharmacologiques. Ce point devrait donc

étre abondamment étudié.

Cependant, I’approche méthodologique de cette étude est concentrée uniquement sur
I’examen de I’expression génique. Il aurait été idéale de la compléter par une étude de
I’effet des agonistes de PPARa sur la production de la bilirubine et de la bilirubine
glucuronidée. Cette analyse aurait été réalisée de la fagon suivante : cultiver des HUVEC
en absence et en présence de doses pharmacologiques d’activateurs de PPARa. En plus du
fait d’analyser les niveaux d’ARNm et de protéines de HO-1 et BVR respectivement par
PCR en temps réel et immunobuvardage, il aurait été interessant de doser par
chromatographie liquide et spectrométric de masse la formation de bilirubine par les
cellules traitées ou non (contrdle). Ces analyses permettront déterminer et de valider les
résultats obtenus en expression géniques : si en favorisant la synthése de bilirubine, les
activateurs pharmacologiques activent les propriétés anti-oxydantes de ce métabolite de

I’héme, et ainsi réduisent 1’athérosclérose.

Enfin, toutes ces notions réunies ensembles cédent une forte probabilité de I’implication de
I’activité antioxydante et anti-athéromateuse de la bilirubine dans le mode d’action
moléculaire des dérivés fibriques, passant par la régulation des génes impliqués par
- PPARGa. Il reste alors a identifier les mécanismes moléculaires impliqués dans la réponse de
I’expression des génes HO-1; UGT1A1 et MRP-2 vis-a-vis de PPARa. Or selon ce qui est
mentionné dans la littérature (et expliqué dans le § 4.5.3.3), PPARa régule la transcription
des génes ayant dans leurs promoteurs un élément de réponse au PPARs. Cette notion sera

effectivement intéressante a vérifier in vivo.
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6. Perspectives

D’autres molécules pharmacologiques en cours de développement, ont été identifiées
comme capables de stimuler simultanément la formation de bilirubine dans les cellules de
la paroi vasculaire et son métabolisme au niveau hépatique. Cette nouvelle approche
thérapeutique sont les agonistes du récepteur nucléaire aux oxystérols (LXRa) ou Liver X
Receptor. LXRa est un régulateur majeur de I’homéostasie des lipides et ses activateurs
pharmacologiques constituent une nouvelle cible potentielle en cours de développement
dans le traitement de 1’athérosclérose. Pareillement a PPARa, LXRa fonctionne comme un
facteur de transcription appartenant a la superfamille des récepteurs nucléaires (Peet et al.,
1998) qui sont activés par des signaux lipophiles (voir rappel sur les récepteurs nucléaires,
§ 4.5.3.1.1.). Similairement & PPARa, LXRa forme un hétérodimére avec le récepteur
nucléaire RXR de I’acide 9 cis-rétinoique (Lobaccaro et al., 2001). 11 est surtout exprimé au
niveau des tissus ayant un fort métabolisme lipidique comme les tissus hépatiques, les
tissus adipeux et les macrophages. Ce récepteur nucléaire régule I’expression des geénes
impliqués dans le transport et le catabolisme du cholestérol (Repa et al., 2000). LXRa est
activé par des ligands endogénes correspondant a des dérivés oxydés du cholestérol,
nommés oxystérols et qui dépendent de leur lieu de synthése (Janowski et al., 1999), tels
que : le 24S-hydroxy-cholestérol (24(S)OH-cholestérol) retrouvé dans le cerveau et le
plasma ou le 27-hydroxycholestérol (27-OH-cholestérol) qui est retrouvé dans les
macrophages et le plasma. Une série d’activateurs synthétiques ont été également générés

(le TO901317 et GW3965) présentant aussi un intérét dans le traitement de 1’athérosclérose.

Ce récepteur nucléaire, LXRa, activé par un activateur pharmacologique, est qualifié de
facteur hypocholestérolémiant (Repa and Mangelsdorf, 2002) parce qu’il est impliqué dans
la régulation de plusieurs geénes lipidiques (Figure 17). Les transporteurs membranaires
ABC (ATP-binding cassette), comme ABC1/ABCA1 (Repa et al., 2000) retrouvé au
niveau de l’intestin ou des macrophages, constitue 1’'une des cibles de LXRa. Ce
transporteur est responsable de la régulation de I’apport de cholestérol alimentaire et
notamment du cholestérol contenu dans les macrophages, limitant ainsi la transformation
de ces derniéres en cellules spumeuses, cellules pro-athéroscléreuses. LXRa activé,

stimule, aussi, la régulation de la CETP, qui est responsable du transfert des lipides entre
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les différents compartiments lipidiques (Luo and Tall, 2000) tout en favorisant le transport
inverse du cholestérol (le cholestérol excédentaire est estérifié et stocké dans des
gouttelettes lipidiques qui seront transférées vers les HDL et acheminées jusqu’au foie ou
ils seront éliminés) qui a un rdle anti-athérogéne. La protéine de transfert des
phospholipides (PLTP) impliquée dans le métabolisme des HDL est également régulée par
LXRa activé (Cao et al., 2002). De méme, I’action des apo-E et apo-C régulant 1’équilibre
plasmatique des différentes lipoprotéines, est stimulée par LXRa activé (Laffitte et al.,
2001). Enfin, LXRa activé, régule également d’une fagon directe I’action de la LPL,
impliquée dans le métabolisme des acides gras (Zhang et al., 2001) (Figure 17).

LPL 1 : métabolisme
des acides gras

Apo E et Apo C 1 : équilibre
plasmatique des différents

lipoprotéines

Macrophages

Figure 17 : Mode d’action de LXRa

On a réalisé des expérimentations préliminaires au sujet de cette nouvelle approche
thérapeutique et les résultats obtenus sont représentés ci-dessous.

Similairement & 1’effet observé dans les parois vasculaires dans le cas des fibrates, les
activateurs de LXRa induisent significativement le niveau d’ARNm de HO-1 de fagon
durée-dépendante de 6 a 24h associé A une élévation maximale marquée a 6h (3,25 fois
supérieures 4 la normale) (Figure 18A). L’induction de I’expression de HO-1 par

T0901317, en time course a été aussi validée par immunobavardage, pour ces mémes
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durées indiquées (Figure 18B). Egalement, en dose réponse, T0901317 amplifie
significativement I’expression de HO-1 de fagon, dose-dépendante, et son expression
maximale a été observée a une dose de 10uM pour une induction significative de 3.25 fois
davantage (Figure 18C). De plus, les agonistes endogénes de LXRa, le 24S-OHcholestérol
et le 27-OHcholestérol stimulent aussi I’expression de HO-1 aprés 12h de traitement,

respectivement 3,75 et 2,6 davantage (Figure 18D).

Cependant, concernant 1’expression de BVR (similairement a I’effet observé dans le cas des
fibrates), selon des résultats préliminaires, aucun effet inductible significative par les

agonistes de LXRa n’a été observé.

De méme, similairement a I’effet observé au niveau hépatique dans le cas des fibrates, les
ligands de LXRa stimulent I’expression des enzymes de métabolisme de la bilirubine. Suite
aux traitements des Hep G2 a 1’éthanol ou au T0901317, pour des durées variables de 12 a
72h, les niveaux d’ARNm de ’'UGT1A1 et de MRP-2 ont été déterminés par PCR en temps
réel. Ces expérimentations préliminaires ont montré que les activateurs de LXRa stimulent
significativement 1’expression de 'UGT1Al, de fagon durée-dépendante, 1’augmentation
maximale a ét¢ marquée a 48h pour une valeur de 4.1 fois plus que le contréle (Figure
19A). Les ligands endogénes ont aussi accru I’activité de 'UGT1A1 pour des valeurs de
3,25 et 1,75, respectivement au 24S- et au 27-OHcholestérol (Figure 19B). Cependant,
comme les fibrates, les activateurs de LXRa ont 1égérement modulé I’expression de MRP-2
au cours des time course des HepG2 (Figure 19C et Figure 19D). Des effets trés variables
ont été observés aux différentes durées de traitements, aussi bien pour le ligand synthétique
(T0901317) que pour les oxystérols. Une induction trés légére par le T0901317 a été
marquée a 12, 24 et 48h, contrairement, & 72h aucune affection n’a été observée (effet non
significatif) (Figure 19C).

Aussi, on a testé I’effet des activateurs de LXRa sur I’expression hépatique de 'UGT1A1
et celle du transporteur MRP-2. Des HH ont été traitées a 1’éthanol ou au T0901317
(1.0uM), ces expérimentations soulignent également I’élévation significative du niveau
d’ARNm de ’'UGT1A1 chez tous les donneurs (Figure 20A). Ces inductions sont variables
d’un individu a un autre, dues aux variabilités interindividuelles. La légeére stimulation de
lactivité de MRP-2 par T0901317 a été aussi montrée au niveau hépatique, chez ces

donneurs (Figure 20B).
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Donc les activateurs synthétiques et endogeénes de LXRa permettent aussi une induction de
I’expression des génes responsables de la conjugaison et de 1’élimination de la bilirubine

afin d’éviter son accumulation a des niveaux toxiques.

Finalement, ce projet sur les agonistes de LXRa, nouvelles molécules pharmacologiques en
cours de développement, montre selon nos résultats préliminaires, leur capacité a stimuler
simultanément la formation de bilirubine dans les cellules de la paroi vasculaire et son
métabolisme au niveau hépatique. Ceci refléte également la probabilité de I’implication de
I’activité antioxydante et anti-athéromateuse de la bilirubine dans le mode d’action athéro-
protecteur attribué a ces agonistes de LXRa. Il serait donc intéressant de continuer ce projet
et effectivement d’identifier les mécanismes moléculaires impliqués dans la réponse de
I’expression des génes HO-1; UGT1A1 et MRP-2 aux ligands de LXRa, et enfin, vérifier

ces données in vivo.
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Figure 18 : Les agonistes de LXRa induisent I’expression de HO-1 dans les cellules de
la paroi vasculaires.

(A et D), des HUVECs traitées, en time course a 1’éthanol (contréle) ou a T0901317
(10uM) ou & des agonistes endogénes de LXRa (10uM), le 24S-OHcholestérol et le 27-
OHcholestérol, pour les durées indiquées: 6 & Sh dans le cas du T0901317 et 12h de
traitement dans le cas des agonistes naturels. (B), des HUVEC ont été traitées, en time
course, & 1’éthanol (contrdle) ou au T0901317 (10pM) de 6 a 24h. Les protéines totales ont
été extraites selon le protocole de I’acide phénolique, le Tri-Reagent. 20pug de protéines ont
été séparées selon leur grandeur par un gel SDS-polyacrylamide de 12% et hybridées avec
un anticorps anti-HO-1 (dilution 1:5000). La méme quantité de protéines a été aussi
hybridée avec I’anticorps anti-actine, considéré comme un contrdle (auquel est vérifiée
’égalité les quantités de protéines utilisées). Ensuite, le niveau relatif de protéine a été
quantifié a ’aide de « Biolmage Visage 110s (Genomic Solution, Ann Arbor, MI,
US.A)». (C), Des cellules d’HUVEC ont été traitées, en dose réponse, a 1’éthanol
(contrdle) ou au T0901317 (0.01 & 10uM) dans le milieu EGM (Endothelial Cell Growth
Medium), supplémenté & 2% de FBS (Foetal Bovin serum), pour 6h.

Le niveau d’expression de HO-1 a été analysé par PCR en temps réel et normalisé par
rapport a I’expression du géne GAPDH. Les différences significatives entre le contrfle et
les échantillons traités a été indiquées par des astérix (Test T Student: *p < 0.05; **p <
0.005; ***p <0.001).
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1
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Figure 19 : Les agonistes de LXRa induisent I’expression d’UGT1A1 et légérement
celle de MRP-2 dans les cellules hepG2.

(A, B, C et D) des HUVEC:s traitées, en time course a 1’éthanol (contrdle) ou a T0901317
(10uM) ou a des agonistes endogénes de LXRa (10pM), le 24(S)OH-cholestérol et le 27-
OH-cholestérol, dans du DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), pour les durées
indiquées : 12 & 72 h dans le cas du T0901317 et 48h de traitement dans le cas des
agonistes naturels. Aprés extraction des ARN, les niveaux d’expression des génes UGT1Al
et MRP-2 ont été analysés par PCR en temps réel et normalisés par rapport & 1’expression
du géne 28S. Les différences significatives entre le contrdle et les échantillons traités ont
été indiquées par des astérix (Test T Student : *p < 0.05; **p <0.005; ***p <0.001).
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Figure 20 : Les agonistes de LXRa induisent I’expression d’UGT1A1 et faiblement
celle de MRP-2 dans les hépatocytes humaines en culture primaire.

(A et B) Des cellules HH provenant de 4 donneurs différents, ont été traitées a 1’éthanol
(contrdle) ou au T0901317 (1.0uM) pour 48h dans un milieu, « in InVitroGro HI medium »
pour 48h. Aprés extraction des ARN, les niveaux d’expression des génes UGTIAIl et
MRP-2 ont été analysés par PCR en temps réel et normalisés par rapport a I’expression du
geéne 28S. Les différences significatives entre le contréle et les échantillons traités ont été
indiquées par des astérix (Test T Student : *p <0.05; **p < 0.005; ***p < 0.001).
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CHAPITRE V : CONCLUSION
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Malgré les progrés marqués au cours de la derniére décennie, nous restons loin d’une
solution compléte a I’athérosclérose. Les drogues hypocholestérolémiantes sont de plus en
plus prescrites dans le monde, en Amérique du Nord et notamment au Canada, ou ces
prescriptions comptent pour 19% de la totalit¢ de médications prescrites, durant les
derniéres années. Ce qui indique qu’une grande proportion de la population mondiale est
concernée par les propriétés thérapeutiques de ces médicaments (Entred, 2003). Ce projet a
permis de valider une explication pharmacologique supplémentaire du mode d’action des
fibrates, résultant en une élévation modérée de la concentration locale de la bilirubine et
profitant de ses capacités antioxydantes pour agir en un effet athéro-protecteur. Donc, c’est
un modele original, initié par les fibrates et basé sur une balance entre I’induction de la
synthése de la bilirubine et celle de son métabolisme in vitro. Il permet aussi une meilleure
compréhension de I’activité pharmacologique des fibrates et des effets cliniques observés
afin d’améliorer la connaissance des mécanismes complexes qui sont a 1’origine des lésions

d’athérosclérose.

Egalement, on pourrait conclure qu’un contrdle du niveau sérique de la bilirubine pourrait
étre considéré comme une nouvelle approche thérapeutique dans le traitement des MCV et
de méme cette étude ouvre des voies sur la recherche de nouvelles molécules ciblant
I’induction de la synthése de la bilirubine ou de son métabolisme ou les deux effets
simultanément, a titre d’exemple, les activateurs de LXRa. On pourrait également tester ces

effets dans le cas des statines. Il reste aussi a vérifier ces notions sur un modéle animal.
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