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Introduction

L’exces de poids est devenu aujourd’hui une importante question de santé publique.
Autrefois considérés comme maladie propre aux sociétés occidentales et nombreux pays
développés, pays a haut revenu, L’excés de poids augmente de fagon spectaculaire dans les
pays a faible ou moyen revenu, surtout en milieu urbain. (OMS 2003).

L’exces de poids est généralement le résultat d’un déséquilibre entre les calories
consommeées et les calories dépensées. Les maladies liées a L’exces de poids comprennent les
maladies cardiovasculaires, le diabéte de type 2, certains cancers (sein, prostate et colon),
hypertension, dyslipidémie, accident vasculaire cérébral, maladie du foie, maladies de la
vésicule biliaire, I'apnée du sommeil, des problémes respiratoires [1].

Diftférentes études épidémiologiques ont mis en évidence qu’il existe bien une relation
étroite entre les régimes alimentaires et I’apparition de maladies cardiovasculaires et cancers,
il semblerait que les pays les moins touchés par l'obésité soient la Corée et le Japon grands
consommateurs de poisson (trés riche en acides gras polyinsaturés). Ainsi le régime
méditerranéen (a base de Iégumes, fruits et céréales) diminue le développement du cancer. La
richesse de ce régime en AGPI semble étre responsable de ses effets. [2].

La probabilité¢ d’apparition d’une maladie cardiovasculaire est liée a un ou a plusieurs
facteurs de risque. Ces facteurs sont de différentes origines et sont classés selon leur
implication dans la survenue d’une pathologie. L’origine inflammatoire peut provenir des
facteurs de risque eux-mémes, d’une inflammation chronique liée a la polyarthrite

rhumatoide, au lupus érythémateux ou lors d’insuffisance rénale chronique. [3].

Plusieurs marqueurs sont utilisés en pratique clinique, d’autres dans les études cliniques
mais tres peu de biomarqueurs de 1’inflammation répondent a tous ces criteres.

L’un de ces marqueurs est la Protéine C — Réactive (CRP), définie en 2003 par les
experts comme le biomarqueur de risque cardiovasculaire le plus pertinent d’un point de vue
clinique et qui, indépendamment des autres facteurs de risque, peut prédire 1’apparition de

I’athérosclérose et ses complications. [4].
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Notre travail se base sur I’utilisation d’un modele expérimental d’hypercholestérolémie
pendant une période de 18 jours d’expérimentation, les souris Mus musculus soumis a un
régime hyperlipidique et hypercalorique, riche en acides gras saturés, provoque une
hyperphagie et favorise I’accumulation de tissu adipeux qui conduit a I’obésité.

Les parametres étudiés sont le Cholestérol total, les Triglycérides, les Transaminases
hépatiques (ASAT / ALAT), ’'HDL-c, ’LDL-c et la CRP.

Notre étude vise aussi a :
> Evaluer I’effet thérapeutique de I’extrait de plante Crataegus monogyna sur le taux des
transaminases, le profil lipidique.....etc.
> Montrer 1’effet des différents traitements sur le poids des animaux et leur

consommation alimentaire.
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I. Introduction

L'aorte est la plus grosse artére du corps humain [5]. Il est commun de caractériser
l'aorte en deux parties : lI'aorte thoracique, qui nait directement apreés le ventricule Gauche et
du quel elle est séparée par la valve aortique, et I'aorte abdominale qui est son prolongement,
a partir du diaphragme et jusqu'a la bifurcation des artéres fémorales (Figure.01) [6].

Chez les adultes sains, les diamétres aortiques moyens rapportes sont : de 35 a 39 mm
au niveau de la racine, de 25 a 37 mm au niveau de l'aorte ascendante, de 14 a 29 mm au
niveau de l'aorte descendante. Chez un adulte sai au repos, le debit sanguin est en moyenne
6,4 L/min (70-90 ml de sang €éjecté par systole pour une moyenne de 65 pulsations/min)

La pression artérielle oscille en moyenne entre 120 mm Hg en systole et 70 mm Hg en
diastole. La vitesse du sang dans l'aorte ascendante saine est en moyenne de 40 cm/s, les

valeurs oscillant de 120 cm/s en systole a des valeurs faiblement négatives en diastole. [7].

~,

aorte ehdominale

Figure.01 : Schéma de [’aorte (Www.orpha.net).
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I1. Histologie de I’aorte

Les vaisseaux sanguins possédent tous une architecture de base commune .llIs sont
constitués de morphologiquement distinctes, de I’intérieur vers I’extérieur du vaisseau :
I’intima, le média et I’adventice (Figure.02).

Chacune de ces tuniques est constituée d’un type cellulaire différent et d’'une MEC
spécifique .I’importance et la complexité de ces trois tuniques dépendent du vaisseau sanguin
et peuvent étre tres importants ou réduites a une simple monocouche cellulaire.les vaisseaux,

comme tous les autres organes sont vasculaires et innervés.

1.1 L’intima

L’intima est la partie la plus interne de la paroi, est principalement constituée de
I’intérieur vers 1’extérieur, d’'une monocouche de cellules endothéliales et d’un fine couche de
tissus conjonctif appelée lame basale.

Ces cellules endothéliales sont directement en contact avec le sang circulant et donc

avec les métabolites, les hormones. [8].

11.2 La média

Le média, partie intermédiaire de la paroi est séparée de I’intima par la limitant
élastique interne (LEI) .C’est la partie la plus épaisse de la paroi vasculaire.

Elle contient exclusivement des CML et une MEC constituée majoritairement d’élastine
de collagéne [9].

Les cellules sont organisées en feuillet et sont paralléles les unes aux autres, sont
associees entre elles par une charpente de tissus conjonctif, les CML de la media ont un
double rdle, contractile et sécrétoire .[8].

La MEC du média contient également du collagene de types | et Il et des
protéoglycanes. De par sa composition cellulaire et matricielle, le média est responsable de la

contraction et de 1’¢lasticité vasculaires, d’élastine de collagene. [10].
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11.3 L’adventice

L’adventice, partie la plus externe de la paroi est peu ou trés présente selon le type de
vaisseaux .Son organisation est a peu pres la méme quelque soit le type de vaisseau.

L’adventice est constitué de fibroblastes et d’un tissu conjonctif lache, formé de fibres
de collagéne et de quelques fibres élastiques épaisses.

L’adventice des artéres est parcouru par ce systéme capillaire qui apport les nutriments
a la cellule les plus éloignées de la lumiére du vaisseau. Il permet par ailleurs la fixation des
vaisseaux aux tissus de voisinage [8].

Des études récentes ont montré que 1’adventice est un compartiment capable de détecter
les Iésions ou dégats de la paroi vasculaire et contient des cellules pro genitrices pouvant se
différencier en CML pour repeupler la média et I’intima [11].

]Mv.ntic‘

=

.-
de les
| la lumidre de I'artére

Artére de moyen calibre et ses trois tuniques : intima, média, adventice

Figure.02 : Structure de la paroi artérielle .(http://www.sanofi.fr).
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I11. Composantes structurales de I’artére saine

I11.1 Cellules endothéliales

Les cellules endothéliales forment une monocouche qui tapisse la face luminale des
arteres et exercent un role essentiel dans plusieurs fonctions physiologiques. Elles constituent
une surface anti-thrombotique en inhibant la coagulation et induisant la fibrinolyse : la
synthése d'activateur tissulaire de plasminogene (t-PA), de thrombomoduline et de
prostacycline (PGI2), qui est un puissant inhibiteur de I'aggrégation plaquettaire, lui confere

ses propriétes anti-coagulantes. [12].

111.2 Cellule musculaire lisse (CML)

Les CML sont multifonctionnelles. Elles contrdlent le tonus artériel (équilibre
vasoconstriction/vasodilatation). La régulation de ce tonus artériel s’effectue principalement
selon deux modalités : signaux peptidiques (angiotensine II...) et nerveux (systeme
sympathique). D’autre part, les CML sont les principales cellules qui ¢laborent la matrice
extracellulaire (MEC) de la média et de l'intima. Les CML participent a la stabilisation et a
I’adaptation de la paroi artérielle en réponse aux contraintes et aux lésions mécaniques, par
hypertrophie et par hyperplasie. Enfin, des résultats accumulés suggérent que les CML jouent
un réle central dans I’homéostasie de la paroi artérielle en la protégeant de I’inflammation et

de la protéolyse.

I11.3 Fibroblaste

Les fibroblastes sont principalement localisés a [’adventice de D’artére. Leur role
primordial est la synthése des éléments de la MEC et notamment les collagenes et I'élastine.
Les fibroblastes expriment de maniere constitutive du Facteur Tissulaire, un activateur de la
voie extrinseque de la coagulation, limitant ainsi 1’extravasation sanguine lors des ruptures de

la paroi artérielle. [13].

IVV. La matrice extracellulaire (MEC) de la paroi artérielle saine
La MEC est un assemblage de macromolécules (de nature protéique et glucidique) qui
lient entre elles des cellules homologues ou hétérologues et les organisent en tissus (seuls les

étres unicellulaires n’ont pas de MEC).
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La MEC est plus ou moins importante et de composition tres différente selon le tissu
considéré ou les compositions macromoléculaires et les architectures structural de la matrice
extracellulaires sont typiquement et spécifiquement pour chaque tissue : le derme et les
tendons sont presque exclusivement constitués de matrice extracellulaire, le cerveau en
contient tres peu.

Les macromolécules de la MEC sont regroupées en quatre catégories : les collagenes,
les protéoglycanes, 1’¢élastine et les glycoprotéines de structure. La proportion de chacun de
ces éléments est trés variable selon le tissu consideré. (Figure.03). [14].
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Figure.03 : La matrice extra cellulaire des artéres jeunes. [14].

V.1 Collagénes

Les collagenes de types | et 111, de structure fibrillaire, sont présents dans toute la paroi
vasculaire ou ils représentent environ 80-90% des collagenes totaux. lls sont synthétisés par

les fibroblastes et les cellules musculaires lisses.
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Dans l'intima, les cellules endothéliales synthétisent du collagene de type Ill. Le
collagene de type I, le plus abondant, assure le support structural du vaisseau, le collagene de
type 111 est impliqué dans I'élasticité et I'extensibilité de la paroi. Une mutation sur le gene
codant pour le collagéne de type | chez la souris est associée a des ruptures létales des
vaisseaux. Le collagene de type V est localise autour des CML et prés des membranes basales
qui régulent la migration, la croissance et la différentiation cellulaire.

Le collagene de type IV est spécifiqgue des membranes basales soutenant les cellules

endothéliales et entourant les CML des vaisseaux. [15].

1V.2 Elastine

L'élastine est une protéine fibreuse formée essentiellement d'acides amineés
hydrophobes. Elle représente le composant majoritaire des fibres élastiques (70-90%) qui
jouent un réle primordial dans I'élasticité et I'extensibilité de la paroi artérielle. La teneur en
élastine dans les vaisseaux est directement proportionnelle aux forces de pression exercées sur
ces vaisseaux: les arteres proches du coeur sont riches en élastine; a l'inverse, les vaisseaux
soumis a des pressions plus faibles sont riches en collagénes.

L'élastine est synthétisée par les cellules endothéliales, les CML et les fibroblastes.
Dans les CML, les contraintes mécaniques, le GMPc (Guanosine monophosphate cyclique),

les glucocorticoides, le TGF augmentent la synthese d'élastine. [15].

V.3 Les protéoglycannes (PGs)

Les PGs controlent la perméabilité tissulaire et les mouvements des ions a cause de leur
forte charge électrostatique négative. Leur localisation a l'interface membrane
plasmique/MEC leur permet de contrbler I'intégrité structurale des tissus et d'influencer de
nombreuses fonctions cellulaires comme la croissance, la différenciation, l'adhésion et la
migration. Enfin, de par leur aptitude a former des complexes avec les autres molécules de la
MEC, les PGs sont considérés comme essentiels pour le dép6t de la matrice synthétisée par

les CML vasculaires.

V.4 Les glycoprotéines de structure (GPS)

Elles sont caractérisées par une grande insolubilité et leur role est d'assurer la cohésion

entre les membranes cellulaires et la MEC. [16].
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|. L’athérosclérose

1.1 Définition

L’athérosclérose est de loin la premiére cause de mortalité dans les pays développés, et
a ’origine de la plupart des maladies cardio-vasculaires. Certains auteurs prévoient d’ailleurs
qu’elle pourrait conserver ce palmareés pendant au moins vingt ans. Pathologie dont la
définition est anatomopathologique, elle ne se manifeste qu’au bout de plusieurs années
d’évolution infra clinique. Mieux comprendre ses mécanismes, reste donc capital.

La définition de ’AHA (American Heart Association) en 2007 est la suivante : «
L’athérosclérose vient des mots grecs « athero » (pate - colle) et « sclerosis » (dureté). Il
s’agit du processus par lequel des substances grasses, cholestérol, produits de dégradation
cellulaire, calcium et d’autres composants viennent s’accumuler dans I’intima artériel. Cette
accumulation est appelée « plaque ». Elle affecte aussi bien les artéres de gros et moyens
calibres. Le durcissement des artéres apparait souvent avec I’dge »

(http://www.americanheart.orq).

I.2 Epidémiologie

Les conséquences cliniques de la formation de plaques d’athérome se manifestent a
différents niveaux. Elles sont responsables d’affections aigués ou chroniques .[17]:

» de cardiopathies ischémiques dues a I’athérosclérose des artéres coronaires ;

» d’accidents vasculaires cérébraux (AVC) dus a I’athérosclérose des artéres a
visée encéphalique ;

» d’artérites dues, dans 90% des cas, a I’athérosclérose des artéres des membres
inférieurs.

» ou d’ischémies aigu€s des membres.

Aussi, I’athérosclérose peut toucher toutes les artéres, et entrainer des manifestations
ischémiques chroniques ou aigués.

Parmi les 58 millions de morts estimés dans le monde en 2005, 17.5 millions sont les
conséquences directes des maladies cardiovasculaires. Elles représentent 30% de la mortalité
totale suivies par le cancer (7.6 millions de morts) et les maladies chroniques respiratoires
(4.1 millions) (Figure.04). (OMS 2007).
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Figure.04 : Principales causes de décés dans le monde en 2005 (OMS 2007).

1.3 Caractéristiques de la paroi vasculaire athéroscléreuse
D’apres les plus récentes descriptions anatomopathologiques, la plaque d’athérosclérose
apparait comme une lente métamorphose de I’intima artériel. H.C. STARY a proposé en 1994
une séquence des différentes étapes de la genése de la plaque, en divisant cette évolution en
sept stades (Tableau.01) :
» un epaississement fibromusculaire de 1’intima, présent dés la vie feetale, se charge
durant I’enfance et 1’adolescence, de cellules spumeuses (Stade I).
> des stries lipidiques, dépbts longitudinaux de couleur jaunatre, apparaissent (stade I1).
> le centre de 1’athérome se constitue (stade I11) progressivement par accumulation de
lipides dans et hors des cellules : c’est le coeur lipidique ou centre athéromateux,
véritable point de départ de la plaque chez le jeune adulte.
> ce cceur lipidiqgue va progressivement se couvrir d’une chape fibreuse ou
fibromusculaire, constituée de cellules musculaires lisses de la média, de protéines
extracellulaires, collagene, élastine et protéoglycanes, de facteur de croissance qui va

entretenir cette formation (stades 1V et V).

10
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> le phénomeéne d’athérogenése étant installé, il peut se maintenir pendant plusieurs
années, jusqu’a ce que la lumicre de I’artére soit diminuée de 50%, voire davantage
(stade VI). A ce stade, le sang artériel peut pénétrer dans 1’athérome et en augmenter
brutalement le volume.

> la plague athéromateuse peut se calcifier la rendant alors plus ou moins rigide (stade
VII). [18].

Tableau.01 : Séquence des différentes étapes de la genése de la plaque athéroscléreuse.

TYPE TERME PROPOSE DESCRIPTION
LESIONNEL

I Macrophages spumeux isolés | Macrophages spumeux isolés dans [I’intima.

Absence de lipides extracellulaires.

Il Strie lipidique Couches de macrophages spumeux .Cellules
musculaire lisses dans l’intima chargées de
lipides.Fines particules lipidiques extracellulaires

disséminées.

Il Préathérome Modifications de types Il associées a de multiples
dépots lipidiques extracellulaire formant de petits
agrégats.

v Athérome Modifications de types Il associées a de multiples
dépots lipidiques extracellulaires massifs et

confluents(noyau lipidique).

\ Plaque athéroscléreuse Modifications de type IVassociées a des dépots
massifs de collagéne(chape fibreuse) recouvrant le

noyau lipidique(type Va),avec calcifications(type

Vb).
VI Plaque athéroscléreuse | Modifications de type V avec rupture de la chape
compliquée fibreuse(Vl1a), hémorragie intraplaque (VIb) ou

thrombose(VIc)

Vil Plaque fibreuse Epaississement massif de 1’intima par sclérose
collagene :lipides intra-et extracellulaires absents

ou présents en quantité négligeable
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I1. Facteurs inducteurs de ’'inflammation et de I’athérogenése

Les nombreuses observations physiopathologiques cliniques et précliniques ont conduit
a définir le « dysfonctionnement endothélial » comme la premiére étape de 1’athérosclérose
[19].Chaque lésion caractéristique de 1’athérosclérose représente un stade différent dans le
processus inflammatoire chronique artériel. Si ce dernier devient excessif, la lésion devient
alors avancée et complexe. De nombreuses causes peuvent expliquer le stress endothélial
conduisant alors a I’athérosclérose, telles que les LDL élevés et modifiés, 1’obésité, les
radicaux libres créés par la fumée de cigarette, I’hypertension, le diabéte, les altérations
génetiques, les concentrations d’homocystéine plasmatique élevées mais aussi 1’infection par
des microorganismes.

L'endothélium des vaisseaux sanguins se sert du NO pour déclencher le relachement de
sa tunique de muscle lisse, provoquant ainsi une vasodilatation et un accroissement du débit
sanguin et une diminution de l'agrégation des plaquettes sanguines. Ce mécanisme est
indispensable a la préservation de I'endothélium. Si cette synthese de NO se révéle
insuffisante, le risque de présenter une maladie cardio-vasculaire augmente [20].Cette
dysfonction endothéliale, résultante de différentes agressions, entraine des réponses
compensatoires qui altérent les propriétés homéostatiques de I’endothélium. Sa perméabilité
augmente et 1’adhérence vis-a-vis des leucocytes et plaquettes s’accroit, avec en paralléle, le
développement des propriétés pro coagulantes et la synthése des molécules vaso-active,
cytokines et facteurs de croissance. Si la réponse inflammatoire ne neutralise pas ou n’élimine
pas les agents générateurs de ce stress, ce processus peut continuer indéfiniment.

Alors, la réponse inflammatoire stimule la migration et la prolifération des cellules
musculaires lisses qui forment alors une lésion intermédiaire au niveau de la région
inflammatoire, et si ces réponses persistent, cela peut entrainer un épaississement de la paroi
artérielle compensée par un remodelage afin que la lumiére du vaisseau ne soit pas altérée.
[21].

Quant aux cellules inflammatoires, les granulocytes sont rarement presents pendant
I’athérogenese. En effet, la réponse inflammatoire est médiée principalement par les
macrophages dérivés du monocyte et les lymphocytes T a chaque étape de la maladie.
L’inflammation continue résulte en une augmentation du nombre de macrophages et de

lymphocytes qui migrent du sang vers la Iésion athérogénique. [22].
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L’activation de ces cellules mene au relarguage d’enzymes hydrolytiques, de cytokines,
de chemokines et de facteurs de croissance pouvant induire des dommages supplémentaires
et éventuellement conduire a la nécrose. L’accumulation cyclique des cellules
mononucléaires, la migration et la prolifération des cellules musculaires lisses et la formation
de tissus fibreux menent & un agrandissement et a une restructuration de la lésion. Cette
derniére, complexe et avancée, se retrouve couverte d’une chape fibreuse qui protége un core
lipidique et un tissu nécrotique. Faute de pouvoir compenser éternellement par une dilatation,

la lésion athérogénique peut alors envahir la lumiére artérielle et altérer le flux sanguin. [23].

I11. La nature de la réponse inflammatoire
I11.1 Interactions entre les cellules endothéliales, les monocytes et les
lymphocytes T

Les sites artériels de morphologies spécifiques, tels que les branches, les bifurcations et
les courbes entrainent des altérations du flux sanguin comme un cisaillement endothélial et
une turbulence accrue [24].L’endothélium surexprime alors des molécules spécifiques
responsables de 1’adhérence, la migration et I’accumulation de monocytes et de lymphocytes
T. Ces molécules d’adhésion qui agissent comme des récepteurs pour les glycoconjugués et
les intégrines présentes sur les monocytes et les lymphocytes T, incluent plusieurs sélectines,
des molécules d’adhésion intercellulaires (ICAM) et des molécules d’adhésions des cellules
vasculaires (VCAM) [25].Les molécules associeées a la migration des leucocytes a travers
I’endothélium telles que les molécules d’adhésion « cellules endothéliales-plaguettes »
(PECAM) agissent en conjonction avec des molécules chémotactiques générées par
I’endothélium, les cellules musculaires lisses et les monocytes. On retrouve parmi ces
molécules MCP-1 (monocyte chemotactic protein 1), 1’ostéopontine ainsi que les LDL
modifiées capables d’attirer les monocytes et les cellules T au niveau de la paroi artérielle.
[26]. (Figure.05).

La nature du flux sanguin au niveau des sites vasculaires apparait essentielle dans le
développement des Iésions. En effet, les changements de flux altérent I’expression des genes
qui possédent des éléments de réponse aux contraintes de cisaillement. Par exemple, les genes
codant pour ICAM-1, la chaine p de PDGF et le facteur tissulaire dans les cellules
endothéliales, sont pourvus de ces éléments de réponse et leur expression est augmentée par

les contraintes de cisaillement [27].
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En outre, les altérations du flux sanguin semblent étre critiques dans la détermination
des sites artériels susceptibles de développer des lésions. En effet, le roulement et I’adhérence
des monocytes et des cellules T sont prédominants au niveau de ces sites, résultat de la
surexpression des molécules d’adhésion a la fois dans les cellules endothéliales et les
leucocytes. [28].

/ \
Endothelial Leukocyte Endothelial Leukocyte
permeability migration adhesion adhesion

Figure.05 : Dysfonction endothéliale dans [’athérosclérose [28].

Les changements les plus précoces qui précédent la formation des lésions
athérogéniques prennent place dans [I’endothélium. Ces changements incluent une
augmentation de la perméabilité endothéliale aux lipoprotéines et autres constituants
plasmatiques médiée par I’oxyde nitrique, la prostacycline, le PDGF, I’angiotensine II et
I’endothéline, ainsi que la surexpression membranaire des molécules d’adhésion leucocytaires
telles que la L-sélectine, les intégrines et PECAM-1. D’autres modifications apparaissent
telles que la surexpression des molécules d’adhésion endothéliale E-sélectine, P-sélectine,
ICAM-1 et VCAM-1. Enfin, la migration des leucocytes vers la paroi artérielle est médiée par
les LDL oxydées, MCP-1, IL-8, PDGF, MCSF et I’ostéopontine [29].

Les chémokines sont aussi responsables de la chimiotaxie et de I’accumulation des
macrophages dans les plaques précoces. L’activation des monocytes et des cellules T méne a
la sur expression de récepteurs a leur surface, tels que les molécules « mucin-like » qui fixent
les sélectines, les intégrines qui se fixent aux molécules d’adhésion de la superfamille des

immunoglobulines et des récepteurs qui interagissent avec des molécules chimiotactiques.
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Ces interactions « Reécepteurs — Ligands » activent alors les cellules mononucléaires,
induisent la prolifération cellulaire et participent au développement des réponses

inflammatoires au niveau des sites lésés. [30]. (Figure.06).

Adharance and Adhoronss
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Figure.06 : Formation de la plaque graisseuse dans [’athérosclérose [30].

Les plaques graisseuses initiales sont constituées de monocytes chargés en
lipides, de macrophages (cellules spumeuses), de lymphocytes T et plus tard par des
cellules musculaires lisses (CML). Les étapes impliquées dans ce processus sont : i) la
migration des CML stimulée par PDGF, FGF-2 et TGF-p ) I’activation des cellules T
médiée par le TNFa, IL- 2 et GMCSF ) la formation de cellules spumeuses médiée par
les LDL oxydées, le MCSF, le TNFa et IL-1) I’adhérence et 1’agrégation des
plaquettes stimulées par les intégrines, la sélectine P, la fibrine, le facteur tissulaire, le
thromboxane A2 et les facteurs décrits dans la figure 3 comme responsable de

I’adhésion et de la migration des leucocytes [29].

I11.2 Monocytes et immunité

Le monocyte, précurseur du macrophage dans tous les tissus, est acteur a chaque phase
de I’athérogenése. Les macrophages dérivés du monocyte sont des cellules présentatrices
d’antigene (CPAg) qui secrétent des cytokines, chimiokines, facteurs de croissance,
metalloprotéases et autres enzymes hydrolytiques. L’invasion continue, la survie et la
prolifération des cellules mononuclaires au niveau des lésions, dépendent en partie de facteurs

tels que le MCSF et le MGCSF (pour les monocytes) et IL-2 (pour les lymphocytes).
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L’exposition continue au MCSF permet au macrophage de survivre in vitro et de se
multiplier au sein des 1ésions. En revanche, les cytokines inflammatoires telles que I’'IFNy
(interféron vy) activent les macrophages et sous certaines conditions stimulent 1’apoptose. Si
cela apparait in vivo, les macrophages forment des cores nécrotiques caractéristiques des

Iésions avancees et complexes. [31]. (Figure.07).

Macrophage accumulation Formation of Fibrous-cap formation
necrotic core

Figure.07 : Formation des lésions avancées de I’athérosclérose[31].

Lorsque les plagues graisseuses progressent pour devenir plus complexes, elles tendent
a former une chape fibreuse qui recouvre la lésion de la lumiere. Cela représente un type de
cicatrisation fibreuse en réponse au traumatisme. La chape fibreuse recouvre un mélange de
leucocytes, lipides et débris, qui peuvent former un core nécrotique. Ces 1ésions s’étendent
par I’intermédiaire de 1’adhésion et pénétration leucocytaire continue, toujours causées par les
mémes facteurs que ceux listés en figures 3 et 4. Les facteurs principaux associés a
I’accumulation de macrophages incluent le MCSF, MCP-1 et les LDL oxydées. Le core
nécrotique est le résultat de I’apoptose et nécrose, de 1’activité protéolytique augmentée et de
I’accumulation de lipides [29].

Initialement, seules les cellules musculaires lisses semblaient capables de proliférer
pendant 1’expansion des 1ésions athérogéniques, mais la réplication des macrophages dérivés

du monocyte et des cellules T, est probablement aussi importante.
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La capacité des macrophages a produire des cytokines (TNF-a, IL-1 et TGF-B), des
enzymes protéolytiques (en particulier des métalloprotéases) et des facteurs de croissance
(PDGF et IGF 1) peut-étre essentielle dans le r6le de ces cellules a promouvoir a la fois des
dommages et des réparations qui accompagnent la progression de la lésion [32]. (Figure.06).

Les macrophages activés expriment les antigénes d’histocompatibilité de classe 11 tels
que HLA-DR qui leur permettent de présenter les antigenes aux lymphocytes T. C’est
pourquoi, il n’est pas surprenant que les réponses immunes médiées par les cellules puissent
étre impliquées dans I’athérogenése puisqu’a la fois les lymphocytes T CD4+ et CD8+ sont
présents dans les lésions a toutes les étapes [33].Les cellules T sont activées quand elles se
fixent a I’antigéne présenté par les macrophages. Cette activation se traduit par la sécrétion de
cytokines dont I’IFN vy et les TNF a et B qui amplifient ainsi la réponse inflammatoire. Les
cellules musculaires lisses au niveau des Iésions présentent également des molécules HLA de
classe II a leur surface, supposées étre induites par I’INF y et peuvent aussi présenter des
antigénes aux cellules T. L’un des antigénes possible peut-étre les LDL oxydées produits par
les macrophages [34].

Certaines protéines a savoir, peuvent aussi contribuer a 1’auto-immunité, du fait de leurs
nombreuses fonctions dont I’assemblage, le transport intracellulaire et la prévention de la
dénaturation protéique. Ces protéines peuvent étre hautement exprimées dans les cellules
endothéliales et participer aux réponses immunes [35].

Enfin, une molécule immuno-régulatrice, la CD40 ligand (CD40-L) [36]. ainsi que son
récepteur le CD40, peuvent étre exprimés, in-vivo, par les macrophages, les cellules T,
I’endothélium et les cellules musculaires lisses dans les lésions athérogéniques.

L’activation du systéme immunitaire semble étre li¢ a la surexpression de CD40-L et
CD40. D’autre part, le CD40-L induit la sécrétion delL-1 B par les cellules vasculaires
amplifiant ainsi la réponse inflammatoire (Schonbeck U.et al. 1997a), alors que I’inhibition de

CDA40 par des anticorps bloguants réduit la formation des Iésions chez des souris ApoE [37].

I11.3 Les plaquettes

En D’absence de dommages, les plaquettes sont essentielles dans le maintien de
I’intégrité vasculaire et la protection contre I’hémorragie spontanée via la réparation de
I’endothélium.

Elles jouent également un role dans le développement de syndromes coronariens aigus,

dans I’apparition de dommages cérébrovasculaires et dans la formation et I’extension de
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plaques athéroscléreuses. En effet, les plaquettes activées peuvent s’accumuler sur les parois
artérielles et recruter des plaquettes additionnelles au sein du thrombus en expansion.

L’adhésion plaquettaire et la thrombose sont ubiquitaires lors de I’initiation et la
génération des 1ésions de 1’athérosclérose chez les animaux et humains [38]. (Figure.06).

Les plaquettes qui adhérent a la paroi des vaisseaux dont I’endothélium est endommagé,
contribuent au développement des lésions athéroscléreuses chroniques [39].Ces plaquettes
activées relarguent leurs granules qui contiennent des cytokines et des facteurs de croissance,
qui ensemble avec la thrombine, contribuent a la migration et la prolifération des cellules
musculaires lisses et des monocytes [40].En outre, I’activation des plaquettes méne a la
formation d’acide arachidonique libre qui peut étre transformé en thromboxane A2, 1’un des
plus puissants vasoconstricteurs et agrégants plaquettaires connus, ou bien en leucotrienes
capables d’amplifier la réponse inflammatoire.

La rupture de la plaque d’athérome et la thrombose sont des complications des 1ésions
avancées qui meénent a des syndromes coronariens instables ou a I’infarctus du myocarde [41].
(Figure.08).

L’un des composants essenticls des plaquettes est le récepteur aux glycoprotéines
lIb/Ila qui appartient & la superfamille des intégrines des récepteurs des molécules
d’adhésion et apparait a la surface des plaquettes pendant I’activation plaquettaire et la
formation du thrombus. Ces récepteurs ont une fonction homéostatique essentielle et leurs
antagonistes empéchent la formation de thrombus chez les patients qui ont eu un infarctus du
myocarde [42].

Plaque rupture Thinning of fibrous cap Hemorrhage from plaque
microvessels
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Figure.08 : Plaques fibreuses instables dans [’athérosclérose[42].

La rupture de la chape fibreuse peut rapidement mener a la thrombose. Elle apparait
habituellement & des sites ou la chape fibreuse qui recouvre la lésion avancée est plus fine. La
raison de cet amincissement de la chape fibreuse est due a I’influx continu et a I’activation des
macrophages qui sécrétent des metalloprotéases (MMPs) et d’autres enzymes protéolytiques
au niveau de ces sites. Ces enzymes causent la dégradation de la matrice qui peut conduire a
I’hémorragie depuis les vasorum ou la lumiere de I’artére. Cela résulte alors en la formation

d’un thrombus et par conséquent a I’occlusion de ’artére [29].

IV. Les cibles de I’inflammation

V.1 Lipoprotéines oxydées

Selon I’hypothése de ’oxydation, les LDL retenues dans I’intima, par la fixation aux
protéoglycanes, subissent des modifications oxydatives. Ainsi, les hydroperoxydes lipidiques,
les lysophospholipides, les composes carbonylés sont localisés dans la fraction lipidique de
I’athérome [43].Ces lipides modifiés peuvent induire I’expression de molécules d’adhésion,
chimiokines, cytokines pro-inflammatoires et autres médiateurs de I’inflammation au niveau
des macrophages et des cellules de la paroi vasculaire. La partie « apoprotéine » des particules
lipoprotéiniques peut subir des modifications dans la paroi artérielle, rendant alors celles-ci
antigéniques. Les particules sont alors capables de stimuler les cellules T activant, par
conséquent, la réponse immunitaire.

Bien qu’attractive, et argumentée par un nombre important d’expériences, I’hypothese
d’un lien étroit entre les LDL oxydées et 1’athérosclérose continue encore a étre approfondie.

En effet, ’analyse chimique des différents types de lipides modifiés et de protéines
extraites a partir d’athérome humain ne correspondent pas forcément aux composants dérivés
de lipoprotéines oxydées in vitro qui ont fourni la plupart des preuves reliant lipoprotéines

oxydées et inflammation. [44].

IVV.2 Dyslipidémie
D’autres particules lipoprotéiques tels que les VLDL (lipoprotéines riches en
triglycérides), les VLDLR, les IDL et la lipoprotéine Lp(a) ont un potentiel athérogene. Ces

particules peuvent subir les mémes modifications oxydatives que les LDL.
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De plus, certaines expériences suggérent que les VLDL beta peuvent elles-mémes
activer les fonctions inflammatoires des cellules endothéliales vasculaires [45].

V.3 Hypertension

L’hypertension est 1’'un des facteurs de risque principal de 1’athérosclérose. Tout
comme pour 1’athérosclérose, I’inflammation peut contribuer a la physiopathologie de
I’hypertension fournissant alors le lien physiopathologique entre ces deux maladies.
L’angiotensine 11 (Ang Il), en plus de ces propriétés vasoconstrictrices, peut conduire a
I’inflammation de I’intima.

Par exemple, Ang II induit la production de I’anion superoxyde depuis les cellules
endothéliales artérielles et les cellules musculaires lisses. Ang Il peut également augmenter
I’expression chez les CML des cytokines pro-inflammatoires telles qu’IL-6 et MCP-1 ainsi

que de la molécule d’adhésion VCAM-1 sur les cellules endothéliales. [46].
V.4 Diabéte

Le diabete est un autre facteur de risque de 1’athérosclérose, tout aussi important. La
glucotoxicité, qui dépend de I’évolution du métabolisme glucidique a partir des voies
glycolytiques, peut conduire a la formation de produits glucidiques via les voies de synthése
du sorbitol, de I’hexosamine, et des produits AGE (produits de glycation avancés). Ces voies
augmentent le stress oxydatif et/ou bloquent I’action de I’insuline. D’autre part, un défaut
génétique du récepteur a I’insuline peut conduire a la dysfonction endothéliale.

De plus, méme en 1’absence de résistance a 1’insuline, I’hyperglycémie active la voie de
synthése de ’hexosamine chez les cellules endothéliales, ce qui affecte la production de NO

et active I’endothélium entrainant alors sa dysfonction. [47].

V.5 Obésité

L’obésité prédispose non seulement a la résistance a I’insuline et donc au diabéte, mais
contribue aussi a la dyslipidémie athérogénique. En effet, des concentrations élevées d’acides
gras libres provenant de la graisse viscérale enrichissent le foie et stimule la synthése des
VLDL par les hépatocytes. L’élévation des VLDL peut diminuer le taux de cholestérol-HDL
en augmentant les échanges de HDL vers les VLDL par la protéine de transfert cholesteryl
esterase. Le tissu adipeux peut alors synthétiser des cytokines tels que TNFa et IL-6. De cette
fagon, I’obésité elle-méme induit I’inflammation et potentialise 1’athérogenése. Les études

épidemiologiques de See et al. [48].axées sur 1’association des différentes mesures de
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surpoids et d’obésité avec 1’athérosclérose confirment que I’obésité contribue a la mortalité

cardiovasculaire via le développement de 1’athérosclérose.

V.6 Infection

Les agents infectieux fournissent également un stimulus inflammatoire qui accentue
I’athérogenése [49].Les infections aigues peuvent altérer I’hémodynamique, la coagulation et
les systemes fibrinolytiques précipitant alors les événements ischémiques. Les infections
extravasculaires chroniques (gingivite, prostatite, bronchite...) peuvent augmenter la
production extravasculaire de cytokines inflammatoires et par conséquent accélérer
I’évolution de 1ésions athéroscléreuses. La plupart des plaques d’athérome humaines montrent
des signes d’infection d’agents microbiens tels que Chlamydia pneumoniae. Cette bactérie,
présente dans la plaque artérielle, peut relarguer du lipopolysaccharide (LPS) qui est une
endotoxine et des protéines « heat shock » qui peuvent stimuler la production de médiateurs
pro-inflammatoires chez les cellules endothéliales vasculaires, les CML et les leucocytes
infiltrés dans la paroi. [50]et [51].

V. Biomarqueurs inflammatoires et pathologies cardiovasculaires

Un nombre important de maladies inflammatoires, telles que 1’arthrite rhumatoide ou la
maladie de Crohn, sont associés a des taux élevés de composés circulants, tels que la protéine
C-réactive, le fibrinogene, les immunoglobulines et d’autres protéines de la phase aigue de
I’inflammation. D’autre part, I’hyperlipémie n’étant présente que dans moins de 50% chez les
patients qui ont développé un IDM, et étant donné le rble essentiel des médiateurs
inflammatoires dans 1’athérogenése et la physiopathologie de la vulnérabilité de la plaque
d’athérome, ’attention s’est focalisée sur les concentrations plasmatiques de ces marqueurs
inflammatoires (biomarqueurs) et leurs capacités a prédire un risque accru a développer une

pathologie cardiovasculaire.

V.1 Description des marqueurs de I’inflammation

V.1.1 Le fibrinogene
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Cette protéine est synthétisée par le foie. Ses effets hémostatiques augmentent la
viscosité sanguine et 1’adhésion des leucocytes. Sa sécrétion est régulée par un grand nombre
de cytokines. Ce marqueur de I’inflammation est élevé chez les sujets en bonne santé mais qui

héritent d’un risque pour I’infarctus du myocarde [52].

V.1.2 Les leucocytes
La phase la plus précoce de formation de la plaque est marquée par I’infiltration de
leucocytes dans la paroi artérielle. Les leucocytes sont produits par la moelle osseuse et
participent a la synthese de nombreuses cytokines inflammatoire et des anticorps. Les
cytokines affectent elles-mémes le nombre de cellules dans le sang périphérique. Le nombre
de leucocytes est statistiguement associé a différents facteurs de risque cardiovasculaire tels

que le tabagisme, I’obésité et la pression sanguine. [53].

V.1.3 Les cytokines

Les principales cytokines pro-inflammatoires sont les interleukines IL-1, IL-6 et TNF-a.
TNFa est une cytokine circulante multifonctionnelle sécrétée des cellules endothéliales, des
cellules musculaires lisses aussi bien que des macrophages. Cette cytokine joue un role
majeur dans la cascade de stimulation et d’activation d’autres cytokines. Quant aux autres
cytokines pro-inflammatoires IL-1 et IL-6, ce sont des cytokines pleiotropiques a effets variés
reliés a I’inflammation, la défense de 1’organisme et 1’infiltration tissulaire) .

IL-6 est un médiateur clé de la réponse aigue de I’inflammation et le déterminant

principal de la production de CRP [54].

V.1.4 Les molécules d’adhésion

L’adhésion des leucocytes circulants a I’endothélium et leur transmigration a I’intérieur
de la paroi artérielle est une étape précoce dans la formation de I’athérosclérose. Ces étapes
sont dépendantes d’une cascade d’événements médiée par une famille de molécules
d’adhésion exprimées & la surface des cellules endothéliales vasculaires [55]. La molécule 1
d’adhésion cellulaire vasculaire, la molécule d’adhésion intracellulaire (ICAM-1), la molécule
d’adhésion leucocytaire (ELAM- 1) et le récepteur E-selectin sont exprimés a la surface des
cellules endothéliales, cellules musculaires lisses et macrophages tissulaires.

Ces molécules d’adhésion induisent le roulement des monocytes et lymphocytes a leurs

surfaces, ainsi que la fixation et la migration transendothéliale de ces cellules sanguines [56].
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V.1.5 Les immunoglobulines

Elles sont sécrétées par les lymphocytes B actives et font parti de la réponse
immunitaire humorale suite a 1’agression de microorganismes. Les IgG, IgA et IgM sont
sécrétés a partir des lymphocytes activés et participent en fonction du temps de réponse a la

fonction de « mémoire immune ». [57].

V.1.6 La protéine C-réactive

La CRP est une protéine pentamérique synthétisee dans le foie. Sa principale action est
d’activer le complément et de bloquer les infections. Les principaux stimuli de la sécrétion de
la CRP sont IL-1 et IL-6. Les niveaux circulants de la CRP sont reliés a un grand nombre de
facteurs de risques cardiovasculaires tels que 1’obésité, la fumée de cigarette, le fibrinogene,
le cholesterol-HDL, la pression sanguine, le taux de triglycérides, le diabete, aux
apolipoprotéines B et inversement aux taux de cholestérol-HDL a la fois chez les enfants et
les adultes. D’autre part, I’augmentation de la température au niveau de plaques coronariennes
instables évaluées par un cathéter thermogénique invasif est corrélée a des concentrations
élevées de CRP [58].
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I. La protéine C-Réactive

1.1 Introduction

La Protéine C —Réactive est un membre de la famille protéique des pentraxines qui
inclue la protéine Sérum Amyloid (SAP), un constituant de tous les dép6ts amyloides. Chez
I’homme et d’autres espéces animales, la CRP est une protéine plasmatique dont la
concentration augmente de maniére rapide et importante en réponse a une infection ou un
dommage tissulaire. La CRP, liée au Caz+, se fixe spécifiquement a la phosphorylcholine
(PCh), constituant de nombreuses bactéries et polysaccharides fongiques, ainsi qu’a la plupart
des membranes cellulaires biologiques [59]. En effet, la CRP a été découverte et nommée en
raison de sa réactivité avec les résidus PCh de C-polysaccharide, I’acide teichoique de
Streptococcus pneumoniae [60].La CRP se fixe également sur certains constituants nucléaires
qui ne contiennent pas de PCh, tels que les petites particules ribonucléiques [61].La CRP
complexée au ligand est reconnue par Clq et stimule efficacement la voie classique
d’activation du complément humain [62]. La CRP complexée peut aussi éliciter des réponses
des cellules phagocytaires a travers la fixation aux récepteurs FcyRI et FcyRIl [63].Cette
capacité a reconnaitre des agents pathogénes et a médier leur élimination en activant la voie
du complément et en recrutant les cellules phagocytaires, fait de la CRP un constituant
important de la premiére ligne de défense innée de I’hdte. D’autre part, la protéine apparait
jouer un réle dans la clairance des cellules hétes apoptotiques et nécrotiques, permettant ainsi
une restauration de la structure et de la fonction des tissus endommageés.

Cependant, comme d’autres ¢éléments liés a I’immunité, la CRP n’a pas seulement des
effets protecteurs mais peut développer des effets potentiellement nocifs. Ainsi, la CRP est
impliquée directement dans 1’athérogenése [63]. et dans la médiation des dommages

tissulaires dans 1’infarctus du myocarde [65].

1.2 Le géne

1.2.1 Localisation

Le géne de la CRP a été cartographi¢ dans I’espece humaine sur le bras court du
chromosome 1 entre 1921 et 1923. Il est constitué de 1913 bases et ne contient qu’un seul
intron [5]. De nombreux polymorphismes de ce géne ont été décrits mais seulement trois ont
été associes a une variation de la concentration plasmatique de CRP [6].Le géne de la CRP
génére un ARN de 1631pb.
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1.2.2 Régulation de I’expression du géne de la CRP

Le promoteur du gene de la CRP contient plusieurs éléments de réponse a
I’interleukine-1 beta (IL-1pB) et a I’interleukine 6 (IL-6) (Figure.09). L expression du géne de
la CRP dans les hépatocytes est influencée par deux cytokines pro-inflammatoires que sont
I’interleukine-1 beta (IL-1B) et I’interleukine 6 (IL-6). L’IL-6 seule est capable d’activer
I’expression du geéne de la CRP alors que I’IL-1[1[ne le peut qu’en synergie avec I’IL-6.

La régulation par I’'IL-6 et I’IL-1[][Jfait intervenir différents facteurs de transcription
que sont C/EBPB, C/EBPS (ou NF-IL-6 beta), et STAT3. L’IL-1, quant a elle, permet la
fixation de Rel p50 sur le site NFkB en position -46 ou -2652. C/EBP et C/EBPJ peuvent
interagir avec deux éléments de réponse a I’IL-6 (IL- 6RE) présents dans le promoteur du
géne de la CRP et centrés en position -53 et -219. STAT3 est capable de se fixer en position -

108 et de favoriser la synhtése du géne de la CRP. [9].

NFB / [L6RE | | STAT3 [L-6RE | NFiB

263

Figure.09 : Promoteur du géne de la CRP [14].

1.3 La protéine

1.3.1 Historique

Découverte en 1930 par Tillett et Francis, la protéine C-réactive (CRP) a été isolée a
partir de sérums de patients atteints d’une infection par Streptococcus pneumoniae. Elle tient
son nom de la réactivité qu’elle exerce vis-a-vis du polysaccharide C contenu dans la paroi

cellulaire des pneumocoques [10].
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1.3.2 Structure

La structure de la CRP a été déterminée par cristallographie aux rayons X a une
résolution de 3 A [66]. Comme la SAP, la CRP est constitué de 5 protoméres associés de
maniére non covalente arrangés symétriquement autour d’un pore central (Figure.09).

Le protomére est constitu¢é de 206 acides aminés (aa) repliés en 2 feuillets B
antiparalléles avec une topologie aplatie. La structure est trés similaire a celle de la SAP bien
que certaines propriétés caractérisent chaque protéine.

Les données de microscopie électronique [67]. et de cristallographie indiquent que tous
les protomeres de la CRP pentamérique ont la méme orientation. Ainsi, la molécule présente
deux faces, une face dite de « reconnaissance » constituée de 5 sites de fixation a la
phosphocholine et aux ions Caz+ et une face dite « effectrice » constituée des sites de fixation
a Clq et probablement aux récepteurs Fc. Deux régions d’acides aminés de la CRP ont été
identifiées comme essentielles a la fixation sur les récepteurs FcyRI : la séquence LLGGPS
homologue de la séquence (234 - 239) de I’IgG1 humain et la séquence ALPAPI (327 — 333).
Cette séquence d’acides aminés (175 a 185) de la CRP forme la pointe d’une longue fente
profonde au sein de chaque protomere au niveau de la face effectrice (Figure.10).

Les autres sous-unités de la (Figure.10).montrent des résidus autour de cette fente
jouant un role important dans 1’interaction avec Clq et les récepteurs Fc. La modélisation de
la fixation de la CRP a C1q a prédit que chaque domaine globulaire de C1q fixe un pentamere

de CRP au niveau du pore central de la face effectrice [68].
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Figure.10 : Structure moléculaire et morphologie de la CRP humaine

A : Photographie en microscopie électronique de la forme pentamérique typique.
B : Diagramme de la structure cristalline, montrant les plis de lectine et les 2 atomes de
Caz+ (spheres) au niveau du site de fixation du ligand de chaque protomere.
C : Modele dans I’espace de la molécule de CRP avec une molécule de phosphocholine

localisée dans le site de fixation du ligand de chaque protomére [69].
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1.3.3 Formes biologiques de la protéine CRP

La CRP peut étre présente sous forme cyclique pentamérique (CRP native)
prédominante au niveau plasmatique ou sous forme monomérique (CRP modifiée) située
preférentiellement dans les tissus. Il existe également des formes intermédiaires
conformationnellement altérées ou aggrégées et differemment glycosylées.

Il semblerait malgré tout que la forme monomérique soit associée a une réponse
proinflammatoire alors que la forme pentamérique favoriserait la résolution de
I’inflammation. Leurs activités respectives sont variables et la CRP monomérique est
responsable d’un nombre plus important d’effets biologiques en comparaison a la CRP
pentamérique.

Seule la CRP monomérique semble capable d’activer les cellules endothéliales et les
neutrophiles. Khreiss et al, ont démontré que la CRP sous forme monomérique en contact
avec des cellules augmentait la libération d’IL-8 et de MCP-1 ainsi que I’expression de
VCAM-1, ICAM-1 et E-selectine par I’intermédiaire de CD16 (Fc gamma RIII). Ces
observations ont également été effectuées avec la CRP pentamérique mais a des temps
beaucoup plus tardifs correspondant au moment de la cinétique in vitro ou 1’on observe la

dissociation de la CRP pentamérique en monomeres. [92].

Aprés plusieurs études sur des neutrophiles, il apparait que la CRP monomérique induit
la libération d’TL-8 ainsi que la formation de NO via le récepteur CD16 et non via le récepteur
CD32. L’effet est également observé avec la CRP pentamérique mais toujours apres des
durées plus importantes de contact. Il a également été décrit une diminution de la L-selectine
et une augmentation de CD11b liée a la CRP monomérique ,cette régulation passant par une
voie Ras/Raf/MEK.

Il est tout de méme défini quelques activités propres a la CRP pentamérique telles que la

fixation a la phosphocholine ou/et au calcium[27].

1.3.4 Synthese et localisation

La CRP est synthétisée principalement dans le foie par les hépatocytes et est ensuite
libérée au niveau plasmatique. Il a également été décrit une synthese de la CRP par les
cellules musculaires lisses et les macrophages au niveau des Iésions athéromateuses mais
aussi par les neurones, les macrophages alvéolaires, les lymphocytes ainsi que dans le rein
[90].
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La CRP synthétisée par les hépatocytes est de nature pentamérique et les cellules type
cellules musculaires lisses, monocytes/ macrophages synthétiseraient de la CRP
monomeérique.

La CRP présente dans la paroi sous forme monomérique proviendrait donc soit de ces
cellules soit d’une dissociation de la CRP « hépatique » ou des deux. La protéine est
détectable dans I’intima des artéres, sous sa forme pentamérique ou monomerique dans les
vaisseaux sanguins associés a des tissus sains mais également dans les phases précoces de

I’athérogénése ou elle s’accumule avec la progression des 1ésions [64].

1.3.5 Concentration plasmatique

Chez un individu sain, la concentration plasmatique basale en CRP est inférieure a
Img/L et est indépendante du sexe, de 1’age, du niveau de cholestérol, de la pression
sanguine, du diabéte, du tabagisme mais des informations contradictoires sont rapportées
quant au taux basal de CRP entre les différents groupes ethniques [85].. Seules les femmes
sous traitement hormonal de substitution présentent une concentration en CRP légérement
plus élevée [85].En cas d’infection ou d’inflammation, cette valeur peut étre augmentée de
manieére transitoire d’un facteur 1000 ce qui explique sa dénomination de protéine de la phase
aigué de I’inflammation. Chez les individus présentant un risque de développer un accident
vasculaire, les concentrations de CRP ne sont que peu augmentées par rapport a la normale

mais cette €élévation est conservée durant plusieurs mois voire plusieurs années [85].

1.3.6 Récepteurs

Hormis quelques travaux assez anciens, de nombreux auteurs s’accordent a dire que la
CRP interagit avec les récepteurs aux fragments Fc des immunoglobulines (FcyR) mais
I’existence d’un récepteur spécifique a la CRP n’est pas exclu. Il existe trois catégories de
récepteurs FcyR, activateur ou répresseur selon la sous-classe et dont la localisation varie
selon le type cellulaire (Figure.11). [89].Aucun récepteur a la CRP n’a été caracterisé sur les
cellules musculaires lisses et une seule étude démontre la présence de FcyRII sur des cellules
endothéliales bovines.

A T’aide de lignées cellulaires exprimant de maniére différentielle ces différents
récepteurs ou a partir de cellules transfectées avec un ou plusieurs de ces récepteurs, il a été
démontré que la CRP pouvait interagir avec les récepteurs FcyRI avec une faible affinité et
FcyRIla avec une forte affinité [89].
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Un polymorphisme pour le récepteur FcyRIla a été décrit en position 131 [89].1] a été
noté une baisse de la fixation de la CRP sur ce récepteur chez les homozygotes H131-H131
alors que cette fixation reste élevée pour les génotypes H131-R131 et R131-R131.Cette
observation a été trés recemment contredite [89].Malgré ces résultats controversés, une
association a été démontrée entre la présence de ’allele HI131 et une protection contre

I’athérosclérose [89].

A
FcyRI FcyRIla FeyRIIb FeyRIIIa FeyRITIb
—_—
[7am J[TAM | ITAM TIM 5 AN ] A
B
Récepteur | FcyRI | FeyRIla | FeyRIIb | FeyRIIe | FeyRIIIa | FeyRIIIb
(CD64) | (CD32a) | (CD32b) | (CD32¢c) | (CD16a) | (CD16b)
Type
cellulaire
Monocytes + + + -
Macrophages + 51 + +
Granulocytes + +
Neutrophiles F -+ +
Cellules dendritiques + + +
Lymphocytes B + +
Lymphocytes T +
Cellules NK o +

Figure.11 : Les différentes classes de récepteurs aux fragments Fc des immunoglobulines

dans [’espéce humaine. [89].

A : Différences structurales des différentes classes de récepteurs. Le récepteur FcyRIIb
est qualifi¢ d’inhibiteur de par la présence d’un motif ITIM (immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motif) au niveau de sa chaine de transduction

B : Répartition des différentes classes de récepteurs selon le type cellulaire. Les +
indiquent la présence du type de récepteur sur le type cellulaire correspondant. (d’apres

http://www.ucl.ac.uk/~regfjxe/FcR.qif).
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1.4 Fonctions de la CRP

1.4.1 Opsonisation, activation du complément et phagocytose

La CRP joue un rble important dans la médiation de la phagocytose. Elle peut se
comporter comme un facteur opsonisant des phospholipides des parois bactériennes et des
membranes des cellules apoptotiques ou nécrotiques. D’autres ligands de la CRP tels que la
phosphoryléthanolamine (PE), certains polycations, la chromatine et les histones, la
fibronectine et la protéine de surface A de Staphylococcus aureus ont été caractérises. [81].

La CRP peut opsoniser les débris nucléaires et la chromatine mais aussi les parois de
bactéries pathogénes et les membranes de cellules endommagées ou en apoptose. Elle peut
alors activer le systeme du complément et/ou interagir avec des cellules phagocytaires pour
provoquer la lyse des bactéries ou des cellules. La CRP monomérique est capable d’activer le
complément de maniére plus efficace que la CRP sous forme pentamérique et est également

capable de fixer les LDL natifs et modifiés. (Figure.12)
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Figure.12 : Les différentes fonctions associées a la CRP. [81].

31



Chapitre III La CRP Protéine C-Réactive | 2016

1.4.2 CRP et cholestérol

Les lipides jouent un réle central dans le fonctionnement de I'organisme en participant a
diverses fonctions telles que le maintien de l'intégrité des membranes cellulaires, le
métabolisme énergétique, la croissance cellulaire ou la synthése d’hormones stéroides. De par
leur hydrophobicité, les lipides sont empaquetés dans des particules particulieres appelées
lipoprotéines permettant ainsi leur transport dans les fluides biologiques tels que le sang
[81].Ces particules sont constituées de trois couches : un cceur hydrophobe composé d’ester
de cholestérol, d’acides gras libres et de triglycérides ; une enveloppe de phospholipides et de
cholestérol et une couche externe contenant diverses protéines.

Les lipoprotéines sont séparées en 5 classes selon leur diamétre, leur densité, leur
mobilité électrophorétique et leur composition. On distingue donc par ordre décroissant de
diamétre, les chylomicrons, les VLDL (lipoprotéine de trés faible densite), les IDL
(lipoprotéine de densité intermédiaire), les LDL (lipoprotéine de faible densité)
communément décrits comme "mauvais” cholestérol et les HDL (lipoprotéine de haute
densité) comme "bon" cholestérol.

Parmi les protéines de la couche externe figurent les apolipoprotéines ou apoprotéines
(apo), spécifiques de chaque sous-classe de lipoprotéines et intervenant aussi bien lors des
interconversions des lipoprotéines que dans la reconnaissance cellulaire dans le cadre du
métabolisme du cholestérol. Il existe deux courants de cholestérol dans I’organisme : la voie
impliquant les chylomicrons, VLDL, IDL et LDL qui transportent le cholestérol des organes
(foie, intestins) vers les tissus et cellules périphériques et le transport inverse du cholestérol
impliquant les HDL pour le transport du cholestérol des cellules périphériques vers le foie.

Les VLDL, synthétisees dans le foie et formées a partir du cholestérol d’origine
endogéne, incorporent I’apoprotéine apoB100 et sont ainsi préparées au transport de
triglycérides et de cholestérol du foie vers les autres tissus. 1ls restent cependant dans un état
inactif jusqu’a ce qu’ils captent apoE et apoC2 cédés par les HDL. ApoC2 est capable
d’activer une enzyme appelée lipoprotéine lipase (LPL) au niveau des capillaires sanguins et
permet ainsi la transformation de VLDL en IDL par hydrolyse de triglycérides qui seront
absorbés par le tissu adipeux ou par les muscles adjacents. Environ la moitié des IDL formés
sont recaptés directement par le foie via un récepteur reconnaissant apoB [81].Les
triglycérides des IDL restants sont hydrolysés par une autre enzyme, la lipase hépatique (HL)

génerant ainsi des LDL.
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Environ 75% des LDL sont captés par le foie via les recepteurs spécifiques de apoB,
24% sont distribues dans les autres tissus et 1% des LDL sont retirés de la circulation par des
cellules présentant des récepteurs "éboueurs” (CD36 et SR-A). Ces récepteurs reconnaissent
la forme apoB oxydée présente lorsque les LDL persistent trop longtemps dans la circulation.
[81].

Par la voie exogéne, les acides biliaires et le cholestérol issus du foie ainsi que les
lipides provenant de 1’alimentation forment les chylomicrons dans ’intestin. Ils portent a leur
surface les mémes apoprotéines apoE et apoC2 que les VLDL plus une variante d’apoB
intestinale (apoB48). lls se transforment en résidus de chylomicrons par perte de triglycérides
apres hydrolyse de la LPL au niveau des capillaires sanguins. Les résidus de chylomicrons,
enrichis en apoE, sont ensuite directement recaptés par le foie via les récepteurs reconnaissant
apoE et via des récepteurs apparentés aux récepteurs des LDL, les LRP (LDL receptor related
protein) et sont catabolisés par la HL au sein des hépatocytes [81].

Les HDL ont une fonction propre dans le transport inverse du cholestérol des cellules
périphériques vers le foie. Trois mécanismes distincts régulent la sortie de cholestérol stocké a
I’intérieur du foie et des macrophages:

» La voie du transporteur ABCAL (ATP-binding cassette transporter Al) : présent au
niveau du foie, de I'intestin et des membranes des macrophages, ce transporteur est
I’accepteur préférentiel de apoA-1, pauvre en lipides et qui déclenche I’efflux de
cholestérol cellulaire et de phospholipides. Cet efflux permet de former des pré-HDL
ayant incorporé apoA-1 et qui deviennent sphériques et matures (HDL3). Apres
estérification du cholestérol par la Iécithine-cholestéro-acyl-transférase (LCAT) ils
deviennent des HDL2 plus gros et plus denses.

» La voie du récepteur "éboueur" SR-B1 (scavenger receptor B1) : cette voie est apoA-1
indépendante et permet le passage de cholestérol libre de la cellule vers les HDL
matures.

» La diffusion passive : comme son nom I’indique, cette voie d’efflux du cholestérol
s’effectue directement a travers les membranes cellulaires sans intervention de

récepteurs ni de facteurs régulateurs externes [81].
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Les voies ABCAL et SR-B1 sont modulées par la concentration intracellulaire en
cholestérol. Une augmentation intracellulaire en cholestérol se traduit par une augmentation
de la synthese des récepteurs X du foie (LXR : liver X receptor) qui, dimérises aux récepteurs
X aux rétinoides (RXR : retinoid X receptor), activent la synthése des récepteurs ABCA1 et

SR-B1, ce qui facilite I’efflux de cholestérol vers le milieu extracellulaire (Figure.13).
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Figure.13 : Influence du cholestérol intracellulaire sur la synthése des récepteurs ABCAL et
SR-B1. [81].

Les oxystérols formés a partir du cholestérol intracellulaire activent la synthése de LXR
qui se dimérise alors avec RXR. Ce complexe se fixe sur son élément de réponse (LXRE :
liver X response element) présent dans la zone de régulation des génes des transporteurs
ABCA1 et SR-B1. Les protéines transporteurs formées seront transférées au niveau des
membranes cellulaires ou elles pourront accomplir leur fonction et ainsi diminuer la quantité
de cholestérol intracellulaire.

Les HDL2 ainsi formés passent dans la circulation et échangent leur cholestérol estérifié
par des triglycérides cédés par les VLDL et IDL et ce, a 1’aide de protéines de transport des
esters de cholestérol (CETP) et de protéines de transfert de phospholipides (PLTP).
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Les triglycérides des HDL2 ainsi formés sont hydrolysés par la HL convertissant les
HDL2 en HDL3 accepteurs de cholestérol intracellulaire. Alternativement, le cholestérol
estérifié des HDL2 peut étre délivré au foie par I’intermédiaire des récepteurs SR-B1 présents
a la surface des hépatocytes aboutissant également a la formation de HDL3. Enfin, les HDL2
peuvent étre catabolisés directement par le foie.

La CRP interagit directement avec ce systeme. Elle est capable de se lier aux LDL et
aux VLDL mais semble fixer de maniere préférentielle des formes particuliéres de LDL telles
que les LDL oxydées ,ou modifiées de maniere enzymatique [81].Le complexe ainsi formé
peut induire et réguler la cascade du complément. 1l est maintenant clairement defini que les
LDL modifiées de maniére enzymatique (E-LDL) sont capables de déclencher la cascade du
complément de deux maniéres distinctes. La premiere, CRP dépendante, se produit en
présence de faibles concentrations de E-LDL, probablement lors des phases précoces de
I’athérosclérose.

La cascade du complément est alors stoppée avant la formation du complexe d’attaque
membranaire C5b-9. La seconde, indépendante de la CRP mais en présence de fortes
concentrations en E-LDL, se produirait a des stades avancées de la pathologie lors de
I’acumulation des E-LDL dans la lésion. Le complexe CRP/LDL peut également induire la
fonction phagocytaire des macrophages et ainsi favoriser leur transformation en cellules

spumeuses lors de 1’évolution de la plaque d’athérome (Figure.14). [70].
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Figure.14 : Structure de la CRP avec les sites de fixation possibles a FcyRI et Clg [70].

Le pentameére de CRP est représenté avec les résidus d’acides aminés 175 — 185 (violet)
sous forme tridimensionnelle au niveau de la sous-unité 1 et sous forme de fleche dans les
autres sous-unités. Sur la sous-unité 3, les résidus d’acides aminés (jaune) sont directement
impliqués dans la fixation au récepteur FcyR. Le site de fixation a C1q envisagé est indiqué
sur la sous-unité 4 (bleu). La sous-unité 5 présente a la fois les résidus des sous-unités 3 et 4

et de nouveaux résidus (vert) importants pour la fixation a la fois de Clq et de FcyR [70].
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1.5 Lien causal entre la CRP et I’athérosclérose

Des preuves évidentes soulignant le role de la CRP dans I’athérogenése ne cessent de
s’accumuler depuis quelques années, mais il est encore difficile d’attribuer des fonctions
spécifiques a la CRP car son action va dépendre aussi bien du type cellulaire avec lequel elle

va interagir que la forme ou la structure sous laquelle elle se présentera.

1.5.1 La CRP et la plague athéroscléreuse

En 1985 et pour la premiére fois, a été mis en évidence la présence de la CRP dans les
lésions athéroscléreuses [71].En effet, elle a été extraite et quantifiée a partir de I’intima
aortique humain athéroscléreux. Mais, lors de la tentative par Rowe et al. de localiser la CRP
dans des Iésions athéroscléreuses, aucune CRP n’a pu étre mise en évidence. [72].

L’équipe de Jan Torzewski a mis en évidence pour la premiére fois en 1998 la co-
localisation de la CRP avec le fragment C5b-9 du complément par marquage immuno-
histochimique dans une quinzaine de lésions athéroscléreuses précoces (Iésions initiales) et
plus tardives, présentes dans des arteres coronaires humaines.

La majorité des cellules graisseuses sous la paroi endothéliale montrait un marquage
positif de la CRP mais aucune co-localisation avec les protéines du complément n’a été mise
en évidence. Ces données suggeérent que la CRP peut promouvoir la formation de lésions
athéroscléreuses en activant le systeme du complément et étre impliqué dans la formation des
cellules graisseuses.

L’analyse immunohistochimique de 1ésions athéroscléreuses naissantes a montré que le
dépbt de la CRP dans la paroi artérielle précédait 1’infiltration monocytaire et que la CRP était
chimiotactique pour les monocytes humains [64]. Les récepteurs spécifiques de la CRP (CRP-
R) ont été également mis en évidence dans les monocytes infiltrants et les cellules graisseuses.
Puisque les cellules graisseuses marguent positivement en fluorescence aussi bien pour la
CRP que son récepteur spécifiqgue (CRP-R), la CRP pourrait participer a la formation des

cellules spumeuses en opsonisant les particules lipidiques.

La co-localisation de la CRP avec des LDL dégradés de maniére enzymatique (ELDL)
a été démontrée dans des lésions athéroscléreuses précoces [73].

Récemment, 1’analyse quantitative de ’ARNm en RT-PCR a révélé ’augmentation de
la CRP de 10 fois dans le tissus artériel aortique athéromateux par rapport a un tissus artériel

normal [74].
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Les études in-vivo effectuées sur des souris déficientes en apolipoprotéines E (Apo E-/-)
(qui développent spontanément une hypercholestérolémie et des lésions artérielles [75].et
surexprimant la CRP humaine transgénique ont montré que la CRP humaine accélérait la
progression des lésions athéroscléreuses aortiques.Cette progression était accompagnée d’une
augmentation de la CRP et du fragment C3 du complément dans les Iésions athéroscléreuses
suggerant une activation du complément par la CRP.

La formation de la plague athéroscléreuse fait intervenir une multitude de partenaires
cellulaires et moléculaires. De nombreuses études axées sur les effets de la CRP avec les
cellules de la paroi vasculaire, ont été menees ces derniéres années aboutissant a de nouvelles
hypothéses sur le role de la CRP [76].

1.5.2 Interaction avec les cellules et les composants de la paroi artérielle

1.5.2.A Les cellules musculaires lisses

Le role des cellules musculaires lisses (CML) dans 1’athérogenése est de mieux en
mieux documenté. La fonction majeure des cellules musculaires lisses de la paroi artérielle est
d'assurer le tonus vasculaire grace a leurs propriétés contractiles et élastiques. Les cellules
musculaires humaines exposées a la CRP voient I’expression génique et protéique pour le
récepteur a I’angiotensine 1 augmentée ainsi que leurs prolifération et migration [77].En effet,
les effets in-vivo de la CRP sur les CML apres un dommage vasculaire passent par une
prolifération et une migration accrues des CML, accompagnés de la production de protéines
matricielles dans le neo-intima. En accord avec ces données, la CRP peut activer des protéines
kinases intra-cellulaires responsables du processus de prolifération.

D’autre part, la CRP augmente 1’expression de la NO synthase inductible (NOS2)
conduisant a l’augmentation locale du NO, du stress oxydatif et par conséquent de

I’inflammation [78].

Enfin, dans un plan plus intégratif, Sternik et al. ont démontré que la CRP pouvait
induire la relaxation de vaisseaux humains indépendamment de 1’endothélium [79]. Cette
vasorelaxation induite par la CRP est atténuée lorsque des inhibiteurs des canaux ioniques au
potassium sont utilisés. Ceci suggére donc, que la CRP peut exercer un effet relaxant sur les

CML via les canaux ioniques K.
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1.5.2.B Les LDL

Les LDL sont des lipoprotéines, qui a fortes concentrations, jouent un réle essentiel
dans le développement de 1’athérosclérose. Les données thérapeutiques issues des essais
effectués avec ou sans statines ont démontré le lien causal direct existant entre les LDL et
I’athérosclérose. L’interaction de la CRP avec les LDL peut partiellement éclairer ces
mécanismes d’action qui induisent cette pathologie cardiovasculaire.

Les LDL n’existent pas seulement sous leur forme native dans la paroi vasculaire. En
effet, des enzymes présentes dans la paroi vasculaire peuvent modifier la structure des LDL
(ELDL), telles que la trypsine, le cholestérol estérase et la neuraminidase. Les E-LDL sont
présents en grandes quantités avec les LDL oxydés, dans les plagues athérosclérotiques. La
modification enzymatique des LDL donne aux E-LDL la capacité de fixer la CRP. Le
complexe E-LDL-CRP voit alors sa capacité augmentée de convertir le facteur C3 et d’activer
le complément. Dans des conditions acides retrouvées au sein des plaques, la capacité du
complexe E-LDL-CRP a convertir C3 est largement accrue [80].

D’autre part, la pré-incubation de la CRP avec la phosphatidylcholine empéche la
fixation des E-LDL sur la CRP, ce qui suggere que les E-LDL interagissent avec la CRP au
niveau du méme site de reconnaissance que les ligands provenant des microorganismes. Une
des caractéristiques importantes de cette interaction est que 1’avidité de fixation des E-LDL
est proportionnelle a la quantité de cholestérol non estérifié a la surface des particules de
LDL. Ceci est la premiere démonstration que le cholestérol peut se fixer a la CRP, ce qui
fournit un meécanisme expliquant la rétention de la CRP au sein de la plaque athéroscléreuse et

dans I’interaction avec les LDL [81].

1.5.2.C Les cellules endothéliales

Le développement des plaques athéroscléreuses fait suite a plusieurs perturbations de
I’endothélium, au niveau du futur site de développement de la plaque, incluant la perte de
vasoréactivité, I’expression de molécules d’adhésion et la sécrétion de molécules chémo-
attractantes. Les modéles de cultures tissulaires utilisant des monocouches endothéliales
suggerent que la CRP entraine exactement les mémes types de perturbations.

La capacité vasodilatatrice d’une artére est un outil clinique utilisé pour évaluer « la
santé vasculaire ». Il est probable que I’un des changements les plus précoces détectable dans

une artere avant la formation de la plaque est la perte de la vasodilatation mediée par le NO.
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Or, les donnees in vitro montrent que la CRP diminue I’expression de eNOS dans les
cellules endothéliales ainsi que la production du NO et de la cGMP. D’un point de vue
clinique, les concentrations de CRP mesurés chez les patients corrélent étroitement avec la
perte de vasodilatation médiée par le NO ce qui appuie les résultats expérimentaux obtenus
in-vitro.D’autre part, la CRP in-vitro inhibe la fonction endothéliale a participer a
I’angiogenese [82].

Le traitement des cellules endothéliales par la CRP a des concentrations variant de 5 a
50 mg/L augmente 1’expression des molécules d’adhésion E-selectin, ICAM-1 et VCAM-1.

L’incubation a long terme (>24 heures) induit I’expression aux niveaux les plus élevés
de ces molécules. Cette observation était sérum dépendante et non médiée par les LDL, méme
si le cofacteur sérique n’a pas encore été identifié [83].

Quand les monocytes actives par la CRP interagissent avec une monocouche
endothéliale, I’expression de molécules d’adhésion au monocyte augmente sur la cellule
endothéliale, en particulier CD31 et CD11b. Alors que cet effet conduit a une augmentation
de I’adhérence, il n’est pas suivi d’une augmentation de la migration a travers la couche
endothéliale. Le traitement des cellules endothéliales a la CRP induit également un phénotype
pro-thrombotique avec 1’augmentation de I’inhibiteur de I’activateur du plasminogene de type
1 (PAI-1) qui est I’inhibiteur principal de la fibrinolyse.

L’une des étapes clés lors de I’athérogenése reste le recrutement du monocyte a
I’intérieur de la paroi vasculaire. MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), un puissant
chémoattractant monocytaire, est le médiateur clé¢ de cette étape dans 1’athérogenése. La
déficience en MCP-1 ou de son récepteur CCR-2 inhibe le développement des plagues
athéroscléreuses chez les souris hypercholestérolémiques alors que les cellules endothéliales

exposées a la CRP augmentent leur production de MCP-1 d’un facteur 5 a 10 [84].

L’étroite relation entre la CRP et I’IL-6 est confirmée par les données cliniques qui
suggerent que les concentrations sériques d’IL-6 et de la CRP sont liées et associées a
I’athérogenese [85]. Chez les souris atteintes d’hypercholestérolémie responsable de
I’athérosclérose, le traitement par I’IL-6 augmente de maniere dramatique son
développement. Cependant, les cellules endothéliales exposées a 25 mg/L de CRP augmentent
leur sécrétion d’IL-6 et de I’endothéline-1 plus de 5 fois. Ainsi, ces données suggeérent
fortement que la CRP circulante ou locale peut induire la sécrétion d’IL-6 dans les cellules

endothéliales.
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L’IL-6 et la CRP collaborent pour induire des changements locaux au sein de
I’endothélium et mener un rétrocontrole positif qui amplifie la production hépatique de la
CRP et I’inflammation systémique.

Une étude récente déemontre que la CRP exerce un effet délétére sur la survie, la
différentiation et la fonction des cellules pro-génitrices des cellules endothéliales, ayant pour
conséquence des effets négatifs sur la réparation des vaisseaux et sur la néo vascularisation
des tissus ischémiques [86].

La CRP humaine recombinante, & des concentrations connues pour prédire une maladie
cardiovasculaire, est responsable d’une multitude d’effets sur la biologie endothéliale
favorisant alors un phénotype pro-inflammatoire et pro-atherosclérotique. Cependant, il a été
montré également que la CRP pouvait réguler des protéines inhibitrices du complément et
protéger les cellules endothéliales d’un endommagement cellulaire médié par le complément.
Cela suggere donc qu’une balance proathérogénique et antiathérogénique des effets de la CRP

sur la paroi vasculaire joue sur le développement de I’athérosclérose [87].

1.6 Interactions avec les cellules circulantes et les composants du sang
periphérique

1.6.1 Les monocytes

Les monocytes sanguins sont les premieres cellules requises dans le développement de
la plaque athéroscléreuse. En effet, aprés activation de I’endothélium, les monocytes
circulants ralentissent aux abords de la cellule endothéliale pour venir « rouler » sur elle. Par
un processus de diapédése, le monocyte migre a travers I’endothélium dans la région sous
endothéliale de I’artére. Le monocyte se différencie alors en macrophage tissulaire.

Mieux comprendre 1’interaction de la CRP avec ces deux types cellulaires est essentiel
afin de montrer que la CRP est une cause premiére de 1’athérosclérose. Alors que la CRP
entraine indirectement 1’accumulation des monocytes en sur-exprimant des récepteurs
d’adhésion aux cellules endothéliales ainsi que la molécule chimio-attractante MCP-1, la CRP
agit aussi directement sur les monocytes a chaque stade de la formation de la plaque
athéroscléreuse [84].

Le marquage de la CRP, permet de la localiser avec les monocytes-macrophages surtout
dans les lésions avancées. Les études in vitro suggerent que cette co-localisation n’est pas

qu’une coincidence.
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Alors que la fixation de la CRP sur les récepteurs Fc aux immunoglobulines est assez
bien acceptée, des données récentes ont montré 1’existence d’un récepteur de surface unique
pour la CRP [88].

Dans les monocytes humains fraichement isolés, la CRP soluble induit une migration
chimiotactique importante. Cette migration est bloquée si les monocytes sont pré-incubés
auparavant avec la CRP ou des anticorps anti CRP-R. Ces mémes monocytes sanguins
périphériques, qui présentent alors a leur surface la CRP, circulent & I’intérieur de la paroi
vasculaire [64].

En conditions inflammatoires aigues, au niveau du site de I’infection, la fixation de la
CRP sur des ligands bactériens entraine 1’opsonisation du pathogene, le « cross-link » des
cellules phagocytaires répondantes et le développement de la phagocytose [89]. In vitro, les
ligands de la CRP peuvent étre de différentes natures, des lipoprotéines contenant 1’apoB,
LDL, VLDL ou des sites de fixation a la PCh Caz2+dépendant . Il est fortement probable que la
préincubation des LDL in vitro avec la CRP induise les macrophages dérivés des monocytes a
phagocyter les LDL et a devenir des cellules graisseuses [90].11 s’agit du lien critique entre le
monocyte circulant en cours d’adhésion et la cellule phagocytaire mature (macrophage)

retrouvée dans I’espace sous-endothélial.

1.6.2 Les neutrophiles

Parmi les composants cellulaires de la phase aigue de I’inflammation, les neutrophiles
sont parmi les premiéres cellules leucocytaires a migrer dans les tissus envahis par des
pathogénes ou initiateurs du traumatisme inflammatoire. 1l a été démontré que la CRP native
inhibe la chimiotaxie des neutrophiles [91].Ces données sont confirmées par 1’étude de
Khreiss et al. effectuée sur des plaquettes sanguines et neutrophiles en présence de différentes
isoformes de la CRP. La CRP native inhibe I’activation plaquettaire et empéche la capture
plaquettaire par les neutrophiles, alors que la CRP monomérique présente des activités pro
thrombotiques puissantes. La perte de la symétrie pentamérique de la CRP, résultant en la
formation de CRP monomerique, conduit & la sécrétion d’IL-8 chez les neutrophiles via
’activation de NFkB et de AP-1 [92].

42



Chapitre III La CRP Protéine C-Réactive | 2016

1.6.3 Le complément

Alors que I’activation du complément est reconnue aujourd’hui pour jouer un rdle
important dans les dommages aigus tissulaires, son réle dans I’état inflammatoire chronique
observé dans I’athérosclérose est moins clair. Des facteurs de la cascade du complément, dans
sa phase initiale, ont été en premier identifiés dans des Iésions athéroscléreuses vasculaires
avanceées [93].

Les cellules inflammatoires, en présence de chaque composant de la voie classique
d’activation du complément et de la CRP, refletent la présence d’une maladie artérielle

localisée [74].

L’un des premiers roles physiologiques identifiés pour la CRP est sa capacité a activer
la voie du complément. Quand un ligand se fixe a une sous-unité de la CRP, cela induit un
changement structural de la CRP, révélant une fente dans le c6té opposé de cette sous-unité.
Cette fissure fixe efficacement le Clq, I’active directement ainsi que la cascade classique du
complément. Cette capacité de la CRP a activer le complément est accrue en présence de
membrane cellulaire modifiée par des radicaux libres in vitro. Ces données suggérent qu’au
niveau de sites inflammatoires dans les tissus, ce mécanisme soit essentiel dans ’activation du

complément. [94].
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. Matériel

I.1 Matériel végeétal
L’extraction de I’huile du fruit Crataegus monogyna a été réalisée au niveau de
laboratoire d’Obtention des Substances Thérapeutiques, département de Chimie, université

des Fréres Mentouri- Constantine.

1.2 Choix des animaux

L’expérience est réalisée sur des souris males (28 souris), du genre (Mus), espece

(Mus musculus), agées (de 2, 5 a 3 mois), ayant un poids entre 19 et 21 g.

Les souris sont maintenus dans les conditions favorables d’élevage au niveau de
I’animalerie du département de Biologie Animale, Faculté des Sciences de la Nature et de la
Vie, Université des Freres Mentouri Constantine, a une température de 25 a 30°C, un taux
d’humidité entre 45 et 60% et une photopériode de 12 heures jour et 12 heures nuit. Afin

d’éviter les variabilités inter-sexe, I’étude est réalisée sur les males.

Durant la période d’expérimentation, les souris sont alimentées avec 1’aliment ONAB

sous forme de granulés (Tableau 01 . Voir annexes) et de I’ecau de robinet a volonté. Les

souris sont séparées et répartis en 4 lots suivant le régime administré. (Figure.15) et
(Tableau.04).

Témoin (Farine) Farine+Cholestérol Farine+ Cholestérol + Plante Farine +

Plante

Figure.15 : Répartition des souris dans les lots.
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> Les souris sont pesées chaque jour a la méme heure (9h30) pendant les 18 jours de

traitement (Figure.16).

Figure.16 : La pesé des souris.
> La quantité des ingesta (la quantité I’aliment consommé) a été enregistrée

quotidiennement (Figure.17).

Figure.17 : enregistrement de la quantité [’aliment consommé.
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1.3 Produits utilisés

Tableau.02 : Produits utilisés.

Cholestérol

(jaune d’ceuf +graisse animale)

Chloroforme

Formol 10%

Na ClI

Eau distillée
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1.4 Equipements

Tableau.03 : Equipements utilisés.

Balance de précision

Cloche

Trousse de dissection

Tubes héparinés + Tubes Eppendorfs

Centrifugeuse
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1. Méthodes

1.1 Traitement des souris

Notre étude comporte un groupe de 24 souris males réparties en 4 lots (Figure.15) et

(Tableau 02).

Tableau.04 : Traitement des souris.

Groupe Traitement Nombre Durée de Dose quotidienne
expérimental d’animaux | !'expérience
F Témoin (Farine) 7 18 jours 0,1 g/ souris

FC Farine+Cholestérol 7 18 jours 0,03 & 0,04g/souris
FCP Farine+ Cholestérol + 7 18 jours | 0,004 a 0.005 ml (extrait
Plante de plante) /souris et 0,03

a 0,04g(Cholestérol)

/souris.
FP Farine + Plante 7 18 jours (0,004 & 0.005) ml

/souris

> Les doses du cholestérol et I’extrait de la plante sont calculées par rapport au poids

des souris de chaque lot soit : (179 x 3 fois/j x 2 = 102 g/kg/j) pour le cholestérol et (0,18

ml/kg/j) pour I’extrait de la plante(Figure).

> Le cholestérol et I’extrait de la plante sont incorpores a la farine, sont administré sous forme

de boules (le poids de chaque boule = 0,1 g pour chaque dose) (Figure.18).
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Figure.18 : Incorporation de [’extrait de la plante et cholestérol a la farine et formation de

boules.

11.2 Prélévement sanguin

Chaque étape de traitement a été suivie d’un prélévement sanguin au niveau des sinus
veineux des souris. Le sang a été prélevé dans des tubes héparinés et récupération du serum
apres Centrifugation dans des tubes Eppendorfs (Figure.19) , pour but de faire des dosages
pour les parametres suivants :cholestérol, triglycéride, HDL,LDL,ASAT,ALAT,CRP au
niveau du laboratoire d’analyses médicales IBN SINA 8 CONSTANTINE.

Figure.19: Prélévement sanguin et récupération du sérum apres
Centrifugation (3000 tours /15 minutes).
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1.3 La dissection

Aprés anesthésie au chloroforme, les souris sont dissequées (Figure.20).

Figure.20 : Dissection des souris apres anesthésie.

Pour 1’étude histologique, les organes prélevés et pesés (le foie, le cceur et 1’aorte)
sont bien débarrassés de tout tissu adjacent, sont ensuite placés dans des boites de Pétri

contenant du formol 10% (PH 7,4) et sont coupés en fragments (Figure.21).

Foie Cceeur Aorte

Figure.21 : Prélevement d’organe (le foie, le ceeur et ['aorte).
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11.4 Méthodes de dosage des parameétres biologiques

Tous les paramétres biologiques sont détermineés par les techniques habituelles utilisées dans
le laboratoire en utilisant 1’automate (Cobas 6000) et le spectrophotometre.

11.4.1 Dosage du cholestérol total

Le cholestérol total est dosé par une méthode colorimétrique enzymatique (Kit
QUIMICA CLINICA APLICADA S.A) sur du sérum. Les esters de cholestérol sont
hydrolysés par le cholestérol ester hydrolase en cholestérol libre et acides gras.

Le cholestérol libre produit et celui préexistant est oxydé par une enzyme cholestérol
oxydase en A4 cholestérone et peroxyde d’hydrogéne. Ce dernier en présence de
peroxydase, oxyde le chromogéne en un composé coloré en rouge. La concentration
quinonéimine colorée mesurée a 510 nm est directement proportionnelle a la quantité de

cholestérol contenu dans 1’échantillon.

11.4.2 Dosage des triglycérides

Le dosage des triglycérides sériques et tissulaires se réalise entiérement par voie
enzymatique par I’action d’une lipase selon la méthode colorimétrique enzymatique (kit
QUIMICA CLINICA APLICADA S.A).

Les triglycérides sont hydrolysés en glycérol et en acides gras grace a des lipases. Une
suite de réaction aboutit a la formation du peroxyde d’hydrogéne qui en présence de la
peroxydase et d’un chromogene donne un composé coloré, la quinonéimine.

La concentration en quinonéimine est proportionnelle a la concentration totale en
triglycérides présents dans 1’échantillon. La concentration en TG est déterminée a une

longueur d’onde A=500 nm.

11.4.3 Dosage des HDL-LDL
Pour le HDL- cholestérol, la technique utilisée est celle du chlorure de magnésium qui
va précipiter les LDL et les VLDL ; le HDL cholestérol est alors dosé dans le surnageant par
la méme technique enzymatique que le cholestérol total. La valeur normale est >0,45 g/l.
Pour le LDL- cholestérol, la formule est la suivante :

[ LDLc=CT-[(TG +5) +HDL ] }
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11.4.4 Dosage des transaminases
Les transaminases sont déterminées par une méthode colorimétrique enzymatique
(Kit, Chronolab, System).
L’alanine aminotransférase (ALT) est une transaminase connue sous le nom de
glutamate-pyruvate-transaminase (GPT). (ALT) catalyse le transfert du groupe aminé de la
L-alanine vers I’a-cétoglutarate pour donner du L-glutamate. La lecture se fait par

spectrophotométrie a une longueur d’onde A=340nm.

L’aspartate aminotransférase (AST) est une transaminase, ¢galement connue sous le
nom de glutamate-oxalo-acetate-transaminase (GOT). Elle catalyse le transfert du groupe
aminé du L-aspartate vers 1’a-cétoglutarate pour donner du L-glutamate. La lecture se fait

par spectrophotométrie a une longueur d’onde A=340 nm.

11.4.5 Dosage de la CRP
Le dosage de la CRP s’est effectué selon le test immuno turbidimétrique sur 1’auto
analyseur BS 300. Ce test mesure de tres faibles concentrations CRP dans des échantillons

de sérum.

11.5 Analyse statistique
Les résultats sont présentés sous forme de moyenne * écart type. La comparaison des
moyennes entre les quatre groupes est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey pour classer les moyennes deux a deux, grace a

un logiciel SPSS, version 20.0.

La comparaison ou la corrélation est considérée, selon la probabilité (p), comme :
- non significative si p>0,05.
- significative (*) si p<0,05.
- hautement significative (**) si p<0,01.

- trés hautement significative (***) si p<0,001.
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|. Poids et consommation d’aliment

L’objectif de cette expérimentation est d’évaluer 1’effet du cholestérol sur I’évolution du
poids des souris et la consommation de 1’aliment.

I.1 Premiere expérience

I.1.1 La variation du poids

L’évolution pondérale pour le groupe témoin (F) de la premiére a la troisieme semaine
(22,24t 0,749, 24,280,169 et 26,23+0,54Q) respectivement indique qu’il y a une
differencetres hautement significative du poids des souris entre les trois semaines (p=0,00)
(Figure.22).

Le test Tukey, indique qu’il y a une augmentation hautement significative (p=0,001)
dupoids des souris entre la premiére et la troisieme semaine (S1 et S3) et entre S2 et S3
(p=0,001).

Pour le groupe (FC), la variation du poids de la premiére a la troisieme semaine (25,42+
0,56¢g, 27,12+0,32g et 27,56+0,22g) respectivement montre qu’il y a une différence trés
significative du poids des souris entre les trois semaines (p<0,05) (Figure.22).

Le test Tukey, révele une augmentation significative (p=0,021) du poids des souris entre
S1et S3.

1.1.2 La consommation de I’aliment

Les résultats de la consommation d’aliment par le groupe (F) de la premiere a la
troisieme semaine (61,33 9,959, 75,33+18,55g et 90,83+8,88g) respectivement montrent
qu’il existe une différence trés significative entre les trois semaines (p<0,05) (Figure.23).

Pour le groupe (FC), la consommation d’aliment de la premiére a la troisiéme semaine
(89,83+ 6,089, 108,5+9,18g et 133+14,75g) respectivement indique aussi qu’il y a une

différence significative (p<0,05) entre les trois semaines (Figure.23).
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Figure.22 : Evolution pondérale des souris de la premiere expérience.
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Figure.23 : Consommation d’aliment par les souris de la premiére expérience.
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1.2 Deuxiéme expérience

1.2.1 La variation du poids

Pour le groupe (FCP), I’évolution pondérale de la premiére a la troisiéme Semaine
(27,61£1,66g, 27,1+0,23g et 27,68+ 0,09g) respectivement montre qu’il n’y a pas une
différence significative du poids (p>0,05) entre les trois semaines (Figure.24)

Pour le groupe (FP), la variation du poids de la premiere a la troisieme semaine
(27,88+2,15g, 29,77+£0,28g et 29,52+ 1,21g)respectivement indique aussi qu’il n’existe pas

unedifférence significative du poids des souris entre les trois semaines (p>0,05) (Figure.24).

1.2.2 La consommation d’aliment

Pour le groupe (FCP), les résultats de la consommation d’aliment de la premicre a
latroisieme semaine (69,33+12,01g, 83,6+15,37g et 55,83+7,35g) respectivement
montrentqu’il y a une différence significative (p<0,05) entre S1 et S2 (Figure.25).

Par contre, la consommation d’aliment par le groupe (FP) de la premiére a la troisieme
semaine (61,5+15,52¢g, 61,38+10,02g et 43,5+11,5g) respectivement indique qu’il existe une
différence significative (p<0,05) entre S2 et S3 (Figure.25).
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Figure.25 : Consommation d’aliment par les souris de la deuxiéme expérience.
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Nos résultats ont montré qu'il y a une augmentation du poids des souris dans tous les
groupes, mais pas de maniere significative. L'étude de (Zerizer, 2006)[95] .a rapporté une
augmentation du poids des souris traités pendant 18 jours. Nous pouvons conclure qu'il

existe une relation entre I'hypercholestérolémie et le poids de la souris.

En ce qui concerne la consommation d’aliment, les résultats ont montré que la
consommation d’aliment dans le groupe Cholestérol a considérablement augmenté et diminué

de manicére significative chez les souris traitées par I’extrait de la plante Crataegus monogyna.

I1. Les résultats du dosage des parametres biochimiques

11.1 L’ASAT
ASAT
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
"
Témoin Cholestérol Cholestérol+Plante Plante

Figure.26 : interaction de cholestérol et de I’extrait de la plante sur le taux de I’ASAT chez

les souris.

Le taux de I’ASAT des groupes (Témoin, Cholestérol, Plante et Cholestérol+ Plante)
sont respectivement  (76,42+15,21Ul/l), (476,52+6,43U1/l), (105,52+10,44Ul/) et
(115,84+46,19Ul/1) (Figure.26).
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La comparaison des résultats obtenus montre que le taux de I’ASAT du groupe
(Cholestérol) a une valeur élevée par rapport aux autres groupes (Témoin, Plante et

Cholestérol+Plante), ces résultats sont trés hautement significatifs avec p <0,001.

11.2 L’ALAT

ALAT
80

70
60
50
40
30
20

10

Témoin Cholestérol Cholestérol+Plante Plante

Figure.27 : interaction de Cholestérol et de [’extrait de la plante sur le taux de I’ALAT chez

les souris.

Le taux de I’ALAT des groupes (Témoin, Cholestérol, Plante et Cholestérol+ Plante)
sont  respectivement  (25,10+4,86Ul/I),  (58,65+10,94UI/),  (43,50+3,26Ul/l) et
(40,14+11,57UI/1) (Figure.27).

La comparaison des données obtenues montre que le taux de I’ALAT du groupe
(Cholestérol) a une valeur élevée par rapport aux autres groupes (Témoin, Plante et
Cholestérol+Plante), ces résultats sont tres hautement significatifs avec p =0.000.
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Il .3 Le cholestérol

Cholestérol
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1,25 -

1,20

Figure.28 : interaction de Cholestérol et de I’extrait de la plante sur le taux de cholestérol chez les

souris.

Le taux du cholestérol des groupes (Témoin, Cholestérol, Plante et Cholestérol+ Plante)
sont respectivement (1,34+0,149/1) , (1,56+0,08g/l) , (1,37+0,06g/l) et (1,35+0,11g/l)
(Figure.28).

La comparaison des données montre que le taux du cholestérol dans le groupe
(Cholestérol) a une valeur élevée par rapport aux autres groupes (Témoin, Plante et
Cholestérol+Plante), ces résultats sont significatifs avec p=0.02.

Nous suggérons qu’il y a une libération des acides gras libres (Cholestérol) qui seront
oxydés au niveau du foie en «Acétylcoenzyme A » ce qui provoque I'hyperlipidémie chez le

groupe Cholestérol.
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1.4 Les Triglycerides

TG
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3,00 -
2,50 -
2,00 -
1,50 -
1,00 -

0,50 -

0,00 -

Témoin Cholestérol Cholestérol+Plante Plante

Figure.29 : interaction de Cholestérol et de I’extrait de la plante sur le taux des triglycérides

chez les souris.

Le taux des triglycérides des groupes (Témoin, Cholestérol, Plante et Cholestérol+
Plante) sont respectivement (2,18+0,67 g/l), (2,73+0,17 g/l), (1,77£0,13 g/l) et (1,79+0,56
g/l) (Figure.29).

La comparaison de nos données montre que le taux des triglycérides du groupe
(Cholestérol) est plus élevée par rapport aux autres groupes (Témoin, Plante et
Cholestérol+Plante), ces résultats sont non significatifs avec p=0.33.

Cette hypertriglycéridémie est expliquée, d’une part, par 1’augmentation de la production
hépatique des VLDL et, d’autre part, par la réduction du catabolisme des VLDL par

diminution de I’activité de la lipoprotéine lipase.

Les différentes études épidémiologiques associent I'hypertriglycéridémie a
l'augmentation du risque coronarien. Notre étude concorde avec ces différentes études et

I'nypertriglyceéridémie constitue un facteur de risque. (Volanakis J.E 1971).
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1.5 L’HDL-c

HDL-c
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Figure.30 : interaction de Cholestérol et de [’extrait de la plante sur le taux de ’HDL-C chez

les souris.

Le taux de ’'HDL-c des groupes (Témoin, Cholestérol, Plante et Cholestérol+ Plante)
sont respectivement (1,22+0,12 g/l) , (1,43+0,18 g¢/l), (1,22+0,06 g/l) et  (1,34+0,23 g/l)
(Figure.30).

La comparaison des données montre que les taux de I’HDL-c des groupes (Témoin et
Plante) sont plus basses par rapport aux autres groupes (Cholestérol et Cholestérol+Plante),
ces résultats sont non significatifs avec p=0.36.

Contrairement a leur plus grande contrepartie, HDL principalement délivre le
cholestérol vers le foie pour étre métabolisé et excrété ou réduite. C'est aussi I'nypothese que
les HDL sont capables de déloger les molécules de cholestérol a partir des athéromes dans les

parois des artéres (Huang et Sumpio, 2008).

Ces résultats suggérent une relation probable entre hypercholésterolemie et
hyperlipidémie. Nos résultats ne sont pas accord avec les études de (LEE MJ et al, 2002). (96)

61



Résultats et discussion | 2016

11.6 L’LDL-c

LDL-c
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Figure.31 : interaction de Cholestérol et de [’extrait de la plante sur le taux de [’LDL-C chez

les souris.

Le taux de I’LDL-c des groupes (Témoin, Cholestérol, Plante et Cholestérol+ Plante) sont

respectivement (0,15+0,149/1) , (0,41+0,269/1) , (0,30+0,16 g/l) et (0,32+0,12¢g/l) (Figure.31).

La comparaison de nos résultats montre que le taux de I’'LDL-c du groupe (Cholestérol)

a une valeur élevée par rapport aux autres groupes (Témoin, Plante et Cholestérol+Plante), ces
résultats sont non significatifs avec p=0.10.

Les LDL sont majeures au niveau de la circulation (60% des lipoprotéines circulantes)
et transportent 70 % du cholestérol circulant.

L’hypercholésterolémie a provoqué une augmentation importante du taux de cholestérol
total, de triglycérides et de LDL-C ce qui indique un changement de la perméabilité des
cellules hépatiques. Le traitement par ’extrait de Crataegus monogyna a corrigé les
anomalies structurelles observées dans les niveaux de cholestérol total, de triglycérides et de
LDL-c. Nos résultats ont confirmé la conclusion de I'étude EUROLIVE .
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L’augmentation des niveaux de LDL est un facteur de risque majeur pour les maladies
cardiovasculaires (Obeid R.2009). [97]. Car ils facilitent le transport du cholestérol dans les
arteres. L'oxydation du cholestérol LDL ox LDL, a contribué a la formation des cellules

spumeuses et, par conséquent inhibe la régression des macrophages provenant des plaques.

1.7 La CRP

CRP
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Figure.32 : interaction de Cholestérol et de ’extrait de la plante sur le taux de la CRP chez

les souris.

Le taux de la CRP des groupes (Témoin, Cholestérol, Plante et Cholestérol+ Plante) sont
respectivement (0,08+0,03 mg/l) , (0,62+0,15 mg/l), (0,71+0,24 mg/l) et (0,52+0,09 mg/l)
(Figure.32).

La comparaison des données montre que le taux de la CRP des groupes (Cholestérol et
Plante) ont une valeur élevée par rapport aux autres groupes (Témoin et Cholestérol+Plante),
ces résultats sont trés hautement significatifs avec p=0.000

La CRP est caractérisée par une augmentation rapide de sa concentration dans le sérum

pendant la phase de I’inflammation. Celle-ci peut atteindre 1000 fois son taux basal.
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Nous avons constaté une augmentation dans la concentration de la protéine C-réactive
(CRP) chez les souris administrées par une dose élevée de cholestérol par rapport au groupe
Témoin. Ce résultat pourrait s’expliquer par I’initiation d’un processus inflammatoire. Dans le
groupe administre par la dose du cholestérol et traité par 1’extrait de 1’extrait de Crataegus
monogyna a abaissé les taux plasmatiques de la CRP. Cette différence est interprétée par le
fait que Crataegus monogyna pourrait contenir des composés possedant des propriétés anti

inflammatoires.
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CONCLUSION

Bien que de grands progrés aient été réalisés ces 20 dernieres années pour prévenir
I’athérosclérose, celle-ci reste toujours la principale cause de mortalité dans les pays
industrialisés. Les stratégies actuelles, qui visent avant tout a modifier les parameétres
lipidiques plasmatiques, n’apportent pas de solution thérapeutique a I’ensemble des patients.

Des études plus approfondies des mécanismes physiologiques impliqués sont donc a
poursuivre pour proposer de nouvelles approches médicamenteuses.

L’intérét de nouveaux produits hypocholestérolémiants, qui vont difficilement
concurrencer les statines, réside dans la possibilité de les administrer avec ces dernieres, de
facon a atteindre les valeurs recommandées de cholestérolémie.

Malgré leur complexité, le métabolisme du cholestérol et le mécanisme d’athérogenése
sont une source riche de cibles moléculaires étudiées pour développer de nouveaux
médicaments contre 1’athérosclérose.

Les travaux qui en découlent devraient contribuer a diminuer ’impact négatif des
maladies cardiovasculaires sur la longévité, non seulement dans les pays industrialisés, mais
¢galement dans le reste du monde, car ces maladies n’ont pas de limites socio-économiques
ou géographiques.

Dans notre étude, nous avons déterminé les effets du régime (hypercalorique et
hyperlipidique) et de la supplémentation en extrait de fruit Crataegus monogyna, sur le poids
corporel et les changements métaboliques (paramétres biochimiques ; Cholestérol,
Triglycérides, HDL, LDL, ASAT, ALAT et la CRP) par [I’utilisation d’un modé¢le

expérimental d’hypercholestérolémie nutritionnelle, les souris Mus musculus.

Nos résultats montrent que le régime induit chez le groupe (Cholestérol) une
hyperphagie avec une élévation significative du poids par une accumulation des lipides dans
le tissu adipeux, comparés aux autres groupes. Cette modification est observée chez les souris
avec une augmentation des teneurs plasmatiques du Cholestérol, Triglycérides, HDL-c,LDL-c
aussi des sécrétions hépatiques des Transaminases (ASAT et ALAT) et des biomarqueurs de

I’inflammation cardiovasculaire.
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Cette étude a démontré aussi que I’extrait de Crataegus monogyna a des effets
bénéfiques sur le métabolisme lipidique postprandial. Cet effet bénéfique est tres marqué chez

les souris obeses avec des resultats tres hautement significatifs (p = 000).

Ce travail mérite d’étre approfondi pour le méme axe de recherche pour obtenir plus de
données et de déterminer une dose efficace et exacte de I’extrait de Crataegus monogyna, en
I’associant avec la supplémentassions de différents types d’antioxydants d’origines végétales

(fruits et Iégumes), comme moyen de lutte contre les complications de 1’obésité.

Nous devons évaluer de nombreux sujets dans les travaux futurs:

» Nous allons developper la culture de cellules endothéliales dans le but
d'explorer la relation entre I'nypercholestérolémie et la dysfonction endothéliale

du niveau moléculaire.
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Résume

L’objectif de notre travail est d’évaluer les effets d’enrichissement en AGPI du régime
standard et du régime (hyper lipidique et hypercalorique) par 1’extrait deCrataegus monogyna
sur le poids vif et sur quelques parameétres biochimiques (cholestérol total, triglycérides,
HDL-c, LDL-c, ASAT et ALAT) et les marqueurs d’inflammation ; la CRP.

En cas d’excés, 1’hypercholestérolémie, considérée comme un facteur de risque
indépendant d’athérosclérose, peut causer énormément d’altérations moléculaires et
cellulaires.

Des souris Mus musculus, ont recu le régime standard ou le régime enrichi ou non par
I’extrait de Crataegus monogyna pendant 18 jours.

Nos résultats montrent que le régime hypercholestérolémiant induit une hyperphagie et
une obésité chez les souris sous régime hypercholestérolémiant comparées aux souris
témoins.

Dans cette étude, nous avons dosé les parametres lipidiques (cholestérol total, LDL,
HDL, triglycérides), I’activité des transaminases (TGO et TGP) et la CRP chez des souris.

Aprés administration orale de la dose élevée de L-méthionine, la dégradation de cette
derniére produit un exceés de cholestérol dans le plasma sanguin, qui est a son tour cause une
augmentation trés hautement significative de ’ASAT, ALAT et la CRP mais non significative
pour les TG, HDL et LDL.

Cependant, les souris traitées par le cholestérol avec 1’extrait de Crataegus monogyna.
ont montré une diminution significative de I’ASAT, ALAT, cholestérol, TG, LDL et la CRP
mais non significative pour I’HDL. Donc, I’huile de Crataegus monogyna a des effets
bénéfiques sur le statut redox et présente un intérét nutritionnel.

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que I’extrait de Crataegus monogyna
peut &tre considérer comme une source naturelle pour prévenir et traiter les maladies

cardiovasculaires.

Mots clés : Hypercholestérolémie, extrait de Crataegus monogyna , inflammation et la CRP.
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Abstract

The aim of our work is to evaluate providing effects with AGPI of a standard diet and a
(hyperlipidic and hypercaloric diet) using the extract from Crataegus monogyna on the living
weight and on some biochemical parameters (total cholesterol, triglycerids, HDL-c, LDL-c,
ASAT and ALAT) and inflammation markers; the CRP.

In the case of excess, hypercholesterolemia is considered as a risk factor independent
from atherosclerosis, can cause huge molecular and cellular alterations.

Mus musculus mice, have received the standard diet or the provided diet or not
withCrataegus monogyna extract during 18 days.

Our results demonstrate that hypercholesterolemiant diet induces a hyperphagy and
obesity in mice under hypercholesterolemiant diet comparing to control mice.

In this study, we have dosed lipidic parameters (total cholesterol, LDL, HDL,
triglycerides), transaminase activity (TGO and TGP) and CRP in mice.

After oral inoculation of high doses of L-methionine, the degradation of this latter
produces and excess of cholesterol in plasma of the blood, which is the reason for a high
significant increase of ASAT, ALAT and the CRP, but non significant for TG, HDL and
LDL.

However,treated mice with cohlesterol and the extract of Crataegus monogyna show a
significant decrease of ASAT and ALAT, colesterol, TG, LDL, and the CRP but non
significant for HDL. So, Crataegus monogyna oil has beneficent effects on redox status and
present a nutritional interest.

Obtained results in this study show thatCrataegus monogyna can be consideredas a

natural source to prevent and treat cardiovascular diseases.

Key words: Hypercholesterolemia, Crataegus monogyna, inflammation and CRP.
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A- Calcule de la dose

7

% La dose de I’huile de la plante Crataegus monogyna :

0,18 ml —» 1000g
X ml » poids de souris (9)

) 0,18xpoids de souris
*La dose de I’huile de la plante = 1000 ml

R/

++ La dose de cholestérol :

17 g (jaune d’ceuf) 60000g

v

Y » poids de souris (g)
) 17xpoids de souris o .
*La dose de cholestérol = g x3 fois /jourx2 fois.
60000
B- Préparation des solutions
¢+ Préparation de Nacl :
9g (Nacl) —> 1000 ml eau distillée

R/

¢+ Préparation de formol :

10 ml (formol) jusqu'a 37 ml eau distillée.
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Tableau.01 : composants de I’aliment des souris (ONAB) (Office National du Bétail).

Protéines 15%
Lipides 2,5%
Cellulose 8%
Humidité 13%
Vitamine A 150.000 Ul
Vitamine D3 200.000 U1
Vitamine E 3mg
Fer 6 mg
Cu 1,2 mg
Zn 14,400 mg
Cobalt 60 mg
Mn 10,800 mg
lode 150 mg
Sélénium 300 mg
Ca™ 1%
Phosphore 0,8%
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