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INTRODUCTION

La maladie cardio-vasculaire est la premiére cause de mortalité lors de 1’évolution de

I’insuffisance rénale chronique.

Parmi les nombreux facteurs pouvant participer au développement de
« ’athérosclérose accélérée » du patient urémique, les troubles du métabolisme lipidique, de

par leur fréquence et leur importance, semblent aujourd’hui prépondérants.

De nombreux travaux actuels tentent de mettre en évidence les mécanismes
physiopathologiques par lesquels se développent les dyslipidémies de I’insuffisant rénal
chronique: ces dernieres sont, en effet, multiples et variables selon le stade de I’insuffisance
rénale et la néphropathie initiale. Elles sont, de plus, fortement influencées par le traitement

(dialyse ou transplantation).

Récemment, des physiologistes s’intéressant particulierement a 1’athérogénése, ont mis
en évidence une activité enzymatique, présente a la surface des lipoprotéines de type HDL.
Cette enzyme, connue depuis plus de 40 ans en toxicologie est nommée paraoxonase ou
arylestérase. Elle agirait en diminuant la peroxydation des lipoprotéines de type LDL et son
activité a été retrouvée abaissée chez les patients présentant des lésions d’athérosclérose
importantes et précoces (diabétiques, coronariens).

Ce travail est le premier a s’intéresser a I’activité arylestérase sérique au cours de
I’insuffisance rénale chronique et a pour but d’évaluer cette activité sérique au sein de cette

population a haut risque cardio-vasculaire.
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L’ARYLESTERASE
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L’ARYLESTERASE

I. NATURE ET STRUCTURE

L.1. Classification de I’enzyme

Selon la classification d’ALDRIDGE et REINER [4,5,6], I’arylestérase (ou
aryldialkylphosphatase, E.C.3.1.8.1) est une estérase du groupe A. Cela signifie que,
contrairement aux estérases du groupe B telles que la cholinestérase, 1’arylestérase n’est pas
inhibée par les composés organophosphorés [74] comme le paraoxon qu’elle peut

hydrolyser d’ot1 son autre nom, plus communément utilisé, de paraoxonase.

L.2. Substrats de I’enzyme

e Le substrat physiologique de I’arylestérase n’est pas encore connu.

e Par contre, I’arylestérase hydrolyse de nombreux substrats de synthése comme les
carbamates [64,74] ou les composés organophosphorés dont le paraoxon ou diéthyl-4-
nitrophénylphosphate [37,137,138], le chlorpyrifos ~ oxon [44] et le
diisopropylfluorophosphate [47]. L’arylestérase est également capable d’hydrolyser des esters
de synthése comme le phénylacétate, le 4-nitrophénylacétate et le 2-naphtylacétate

[15,59].



12

e Des études récentes suggérent que la paraoxonase hydrolyse les lipides
biologiquement actifs contenus dans les lipoprotéines de basse densité (LDL) moyennement

oxydées [130]. Cette propriété est a I’origine de cette étude.

L.3. Structure

e L’arylestérase est une glycoprotéine de poids moléculaire 45000 Da [46] contenant
354 acides aminés (schéma 1). L’électrophorése de 1’arylestérase humaine purifiée a mis en
¢vidence quatre sites de glycosylation [45] et des variations de migration probablement liées a

une teneur en sucres variable.

e Sa synthése est codée par un géne qui existe sous deux formes alleliques nommées A
et B. Ce géne est situé sur le chromosome 7 en position q21,22 [38,43,103].

L’expression de ce géne est a I’origine de la synthése de deux isozymes, également
nommeées A et B [37,38] qui ne différent que par I’acide aminé situé en position 191 de la
protéine [77]:

0 si l’acide aminé 191 est une Glutamine (Gln), I’isozyme formée est
I’arylestérase de type A
¢ si I’acide aminé 191 est une Arginine (Arg), I’isozyme formée est
’arylestérase de type B.
Cette modification de structure est secondaire a la substitution d’une seule base
nucléotidique (en un seul codon) en position 572 de I’ADN codant [76,77].

Longtemps ’on a cru que |’activité d’hydrolyse du paraoxon (dite paraoxonase) et
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Pactivité d’hydrolyse du phénylacétate (dite arylestérase) étaient lices a deux enzymes
distinctes [37,81]. Grice a la biologie moléculaire et au « clonage/décodage » de I’ADN
codant pour I’enzyme [1,37,54], on a prouvé que la paraoxonase et ’arylestérase sont une
seule et méme enzyme qui existe dans le sérum humain sous la forme des deux isozymes A et
B [77].

L’étude chimique et biologique de I’enzyme a montré que /’isozyme B a une activité
d’hydrolyse du paraoxon plus forte et est plus sensible a la stimulation par une solution
molaire de chlorure de sodium (NaCl) que I’isozyme A. Par contre, I’activité d’hydrolyse vis-
a-vis du phénylacétate est identique pour les isozymes A et B. Le paraoxon est donc un
substrat discriminant pour les deux isozymes. Nous verrons plus loin I’importance de cette
propriété dans la caractérisation génétique phénotypique de ’enzyme.

Ces variations d’activité secondaires a une unique variation de structure de 1’enzyme en
position 191 incitent a supposer que le site actif de [’arylestérase vis-a-vis des deux substrats

paraoxon et phénylacétate se situe autour de I’acide aminé 191 [2,60].

e L’arylestérase présente un second site variable en position 54 qui ne semble pas avoir

d’influence sur I’activité d’hydrolyse paroxonase/arylestérase (schéma 1) [77].

e [’arylestérase est particulicrement riche en acides aminés hydrophobes : son
extrémité N-terminale renferme en effet trois Valines (Val) et deux Leucines (Leu) (cf.
schéma 2) [77]. Grice a cette composante hydrophobe, I’enzyme sérique interagit trés
étroitement et sans liaison covalente avec les lipoprotéines circulantes de haute densité

(HDL) [24,80].
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Il est également intéressant de noter que la séquence d’acides aminés de I’extrémité

N-terminale est typique des séquences retrouvées dans les protéines sécrétées [45].

e [’arylestérase contient trois Cystéines :
¢ deux sont situées & chacune des extrémités de la protéine et sont liées
entre elles par un pont disulfure.
la troisiéme est située en position 283, au centre de la molécule, et pourrait donc

représenter le site actif biologique de ’enzyme (schéma 1) [77].

1.4. Métabolisme
Le métabolisme de 1’arylestérase n’a jamais été étudié.
L’ADN codant de I’arylestérase a été¢ mis en évidence dans les cellules hépatiques

[54] et ne s’exprimerait pas dans les cellules rénales.

II. PROPRIETES

11.1 Polymorphisme génétique de D’arylestérase

I1.1.a. Répartition trimodale de I’activité arylestérase chez I'homme

e Dans les populations caucasiennes, I’activité arylestérase vis-a-vis du paraoxon

se répartit en trois groupes [37,48], définis par trois phénotypes:
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0 Phénotype A (génotype homozygote AA) qui est le plus répandu (47% de
la population totale) et dont I’activité d’hydrolyse du paraoxon est basse (inférieure a 200
mnol.min'l.ml'l).

¢ Phénotype AB (génotype hétérozygote AB) qui est largement répandu
(43% de la population totale) et dont I’activité d’hydrolyse du paraoxon est intermédiaire
(comprise entre 200 et 600 nmol. min”. ml™ )%

¢ Phénotype B (génotype homozygote BB) qui est le moins répandu (10%
de la population totale) et dont I’activité d’hydrolyse du paraoxon est élevée (supérieure a 600

nmol.min™". ml” ).

e [’¢étude du mode de transmission du caractére « activité arylestérase » au sein

de mémes familles, a montré une transmission autosomique codominante conforme a la loi

de Mendel [37].

e Cette répartition phénotypique est variable selon la race et 1’ethnie [26]. Dans
les populations orientales et aborigénes, par exemple, les phénotypes AB et B prédominent
[2,43,49,75,103]. Ces populations présentent donc, des activités enzymatiques

arylestérasiques plus élevées que celles des populations caucasiennes.
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I1.1.b. Intérét du calcul du rapport «activité Paraoxonase/activité Arylestérase»

e Comme cela a été précisé dans les chapitres précédents, la répartition
phénotypique de I’activité arylestérase a été découverte grace a plusieurs études génétiques
qui ont parfaitement caractérisé chaque isozyme et son ADN codant [54,121].

Ces méthodes « directes » restent lourdes et coliteuses et ne peuvent donc pas étre

utilisées en pratique courante dans tous les laboratoires.

e Eckerson et coll. ont eu I’idée de comparer 1’activité enzymatique vis-a-vis du
paraoxon et I’activité enzymatique vis-a-vis du phénylacétate pour chaque sujet étudié, en
calculant le rapport de ces deux activités. Cela consiste donc & comparer une activité
d’hydrolyse d’un substrat spécifique de I’isozyme B de I'arylestérase (le paraoxon) a une
activité d’hydrolyse d’un substrat non spécifique d’un isozyme de [Darylestérase (le
phénylacétate). Une répartition trimodale a alors été obtenue. Cette répartition s’est révélée
étre la méme qu’avec la méthode génétique et ce, pour chaque sujet [37].

Activité ( Paraoxon).1000

Le rapport R = — - -
Activité ( Phénylacétate)

(les activités enzymatiques étant

exprimees en pmol.min™) permet donc d’obtenir le phénotype du sujet de facon simple et
aussi fiable que 1’étude directe du gene.

Ainsi, Eckerson a montré qu’un rapport R inférieur a 1,7 définit le groupe
homozygote AA, un rapport R compris entre 1,7 et 6 définit le groupe hétérozygote AB, un
rapport R supérieur a 6 définit le groupe homozygote BB.

Ces valeurs limites sont toutefois fonction de la technique utilisée (cf. résultats).
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I1.2. Autres propriétés

e L’arylestérase nécessite impérativement du caleium pour étre active.

Elle est donc inhibée par les agents chélateurs du calcium tels que 'EDTA [40].

e [’arylestérase est inhibée par les réactifs des groupements thiols tels que les

composés organomercuriels (p-hydroxy-mercuribenzoate) [23].

e Les inhibitions pharmacologiques de I’arylestérase n’ont jamais été étudiées.

e L’arylestérase est fortement stimulable par les solutions molaires de chlorure de
sodium (NaCl) et de sels de potassium (KCI). Comme cela a déja été précisé, cette stimulation
est plus forte pour le phénotype B, intermédiaire pour le phénotype AB et plus faible pour le
phénotype A [37].

Les solutions molaires de NaCl sont donc utilisées dans les techniques de dosage de

activité arylestérase.

e [’hydrolyse du paraoxon est inhibée par le phénylacétate, probablement du fait d’un
site actif enzymatique commun pour les deux substrats.
Cette propriété a été utilisée afin de mettre au point une autre méthode de

« phénotypage » de I’enzyme [51].

e In vitro, I’arylestérase est inhibée par la chaleur [120]. Il est donc nécessaire de

conserver les sérums des sujets dont on veut mesurer I’activité arylestérase au froid.
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III. IMPLIC PATHOLOGI

IIL.1. Arylestérase et toxicologie

L’arylestérase a été¢ découverte dans les années 50, lors de I’étude de I’intoxication
chronique par les composés organophosphorés, principaux constituants des insecticides et de
certains gaz de combat [82]. L’un des plus connus de ces composés est le parathion. Aprés
son inhalation, le parathion est métabolisé, dans I’organisme, en son métabolite actif le
paraoxon qui, en inhibant la cholinestérase, provoque une accumulation d’acétyl-choline a
I’origine de graves troubles neurologiques ( hyperactivit¢ du systéme nerveux
parasympathique voire paralysies ).

A 1’époque, les toxicologues ont été frappés par la différence de tolérance au parathion
qui existait au sein de la population générale. Certains individus semblaient plus « résistants »
que d’autres. La découverte du mécanisme physiopathologique de cette intoxication
rapportera cette différence a I’existence d’une activité arylestérase plus ou moins intense. En
effet, I’arylestérase catalyse, dans I’organisme, 1’hydrolyse du paraoxon en deux composés

peu toxiques, le p-nitrophénol et I’acide diethyl-phosphorique (cf. schéma 3) [5,69,71].

IIL.2. Arylestérase et athéromatose

e En 1961, Uriel rapporte pour la premiére fois la localisation de I’arylestérase sur les

lipoprotéines de type HDL [127]. Cette propriété n’avait alors pas suscité d’interrogation.

Personne ne suspectait un role potentiel de ’enzyme dans le métabolisme lipidique. Seul son
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role détoxifiant au cours de I'intoxication chronique au parathion était étudié.

Les rapports des HDL avec |’arylestérase ont été récemment étudiés de fagon trés
précise en biologie moléculaire [24,66] : les HDL entretiennent avec I’arylestérase des
liaisons non covalentes trés étroites, en particulier une sous-population de lipoprotéines HDL
qui contiennent une apoprotéine de découverte récente, ’apo J ou clusterine. Cette
interaction est spécifique de ce type d’apoprotéine.

L’apo J a été retrouvée dans les lésions d’artériosclérose [65] et serait un facteur
protecteur membranaire [24]. Ainsi a été suspecté un rdle des HDL de type 3 dans la
prévention des lésions ou la réparation des membranes des cellules endothéliales ou des

lipoprotéines endommaggées.

e Dans les années 90, plusieurs équipes étudiant la physiopathologie de 1’athéromatose
proposent une hypothése oxydative.

Selon Whitztum [133,134], "oxydation des lipoprotéines athérogénes de type LDL
circulantes initie la phagocytose de ces LDL modifiées, par les macrophages de la paroi
artérielle. Ces derniers en se « surchargeant » en lipides se transforment en cellules spumeuses
qui sont a ’origine de la formation de la strie lipidique puis de la plaque d’athérome par
agrégation de plusieurs cellules spumeuses (cf. schéma 4) [133].

Plusieurs équipes ont montré que les LDL oxydées ne peuvent plus se fixer sur leurs
récepteurs habituels mais se lient aux macrophages sur des récepteurs particuliers, nommés
oxLLDL, du fait de modifications épitopiques de I’apoB lors de ’oxydation [39, 70,108,124,
126].

L’hypotheése oxydative a été soutenue par d’autres équipes qui ont montré que le taux

plasmatique de lipides peroxydés est augmenté chez des patients & haut risque vasculaire,
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coronariens [79] ou diabétiques [92], et diminué aprés administration de vitamine E
antioxydante [125] ou de Probucol [99].

D’autres équipes [18,104] ont noté que les LDL de ces patients & haut risque vasculaire
présentent une susceptibilité plus grande a la peroxydation que les LDL des sujets sans facteur
de risque. L’équipe de Salonen [115] a aussi montré un augmentation des autoanticorps
antiLDL oxydées chez les coronariens et Steinberg la présence de LDL oxydées au sein méme
des lésions d’athérosclérose [135].

Dans le méme temps, Klimov et coll. [67,68] et Parthasarathy et coll. [100] suggérent
que les lipoprotéines HDL exercent leur role anti-athérogéne par le biais d’un effet
antioxydant sur les lipoprotéines LDL alors que les travaux antérieurs attribuaient ce rdle au
transport inverse (des Tissus vers le foie) du cholestérol en exces par les HDL.

En effet, ces deux équipes (ainsi que celle de Mackness [83-88,131]) ont montré que, in
vitro, les HDL avaient un effet protecteur contre la peroxydation des LDL : I’incubation de
LDL dans une solution cuivrique avec des HDL diminue la peroxydation des LDL de 50% par
rapport & la méme solution sans HDL.

Klimov montrera, par la suite, que les HDL de type 3 exercent, in vivo, un effet

antioxydant sur les LDL d’animaux rendus hypercholestérolémiques et que le taux

plasmatique de HDL est inversement corrélé aux taux de lipoperoxydes produits [68].

e De nombreuses hypotheéses concernant le mécanisme d’action par lequel les HDL
exercent cet effet antioxydant ont été émises :
¢ épuration en ions superoxydes [33] ou chélation des ions métalliques

catalyseurs de 1’oxydation [72].
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¢ épuration des LDL par les HDL des produits de la peroxydation lipidique

[100].

e Mackness a par ailleurs, montré qu’il n’y a aucune modification de la teneur en
lipoperoxydes au sein des HDL.

La participation d’une activité enzymatigue dans ces mécanismes a alors été évoquée
(d’autant plus facilement que d’autres travaux ont montré la participation d’enzymes telles
que la cholestérol-estérase dans la régulation des dépdts de cholestérol au niveau du glomérule
chez le rat [107]). Parmi les enzymes présentes a la surface des HDL, I’arylestérase a semblé
avoir une activité d’hydrolyse in vitro sur les produits de la lipoperoxydation [88,114].

Actuellement, de nombreuses équipes dans le monde étudient I’activité arylestérase et
tentent de découvrir son role dans le métabolisme lipidique et dans la physiopathologie de

I’athéromatose.

II1.3. Arylestérase et risque cardio-vasculaire

Devant les découvertes des propriétés antioxydantes de I’arylestérase vis-a-vis des LDL,
plusieurs équipes ont été tentées de parler de nouveau facteur de risque cardio-vasculaire: une
faible activité pouvant étre interprétée comme une diminution de la protection anti-athérogéne
des HDL sur les LDL.

Ainsi, selon Furlong et coll.[66], le rapport de I’apoprotéine J sérique sur I’activité
arylestérase sérique vis-a-vis du paraoxon, serait un bon indicateur des lésions d’athéromatose

du sujet.
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Hernandez et Coll. [57] ont méme tenté de montrer une relation entre 1’activité
arylestérase présente dans le fluide péricardique et I'importance des lésions vasculaires
coronariennes. Cette activité semblait plus basse chez les patients coronariens par rapport aux
sujets témoins mais de fagon peu significative.

D’autres équipes ont cherché a mettre en évidence un phénotype de ’arylestérase « a
risque »:

Mackness et Coll. [83] ont montré que I’activité arylestérase est abaissée au sein des
populations de coronariens, diabétiques ou atteints d’hypercholestérolémie familiale. Ils n’ont
pas recherché de modifications de la répartition phénotypique.

Plus récemment, deux équipes, 1’une franco-suisse [113], ’autre américaine [119] ont
tenté de mettre en évidence un phénotype de I’arylestérase « a risque coronarien ».

La premiere étude de Ruiz et Coll. s’est intéressée a une population de diabétiques non
insulinodépendants (diabéte de type2) et a comparé le phénotype de chaque patient et
I’existence d’une insuffisance coronarienne (infarctus du myocarde confirmé ou lésions a la
coronarographie). Cette étude a mis en évidence une association significative du phénotype B
homozygote avec la maladie coronarienne. Cette découverte semble donc contredire celles de
Mackness puisqu’elle attribue un risque de maladie cardio-vaculaire plus élevé pour les
patients a forte activité enzymatique. Cependant, cette étude rétrospective étudie I’activité
arylestérase alors que la maladie coronarienne est plus ou moins ancienne et I"on peut
supposer que tous les sujets ayant présenté une atteinte coronarienne grave et précoce sont
morts et donc non recrutés. De plus, on note une différence significative (p<0,001) de 1’4ge
des patients coronariens (63,0 ans d’dge moyen) par rapport aux patients non coronariens plus
jeunes (59,5 ans).

La seconde étude de Serrato et Marian [119] a comparé une population de coronariens a
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la population générale. Les résultats semblent également montrer une plus forte représentation
du phénotype B dans le groupe de malades (18%) par rapport au groupe témoin (11%).

Il est également possible que I’activité arylestérase/paraoxonase soit globalement
diminuée chez les coronariens, méme si la proportion de phénotype B est augmentée.
Malheureusement, les données publiées ne permettent pas de calculer cette activité dans les
conditions utilisées par les auteurs, de sorte qu’il n’est pas possible de comparer leurs résultats

avec les notres.
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MATERIEL ET METHODES

LSUJETS

e [’étude a porté sur quatre groupes de sujets:

O 195 sujets témoins (120 femmes, 75 hommes) d’4ge moyen de 50,5 +
24,5 ans, avec des extrémes de 17 a 105 ans. 97 sujets étaient dgés de moins de 65 ans
(moyenne d’dge 34,7 ans) et n’avaient pas de pathologie connue ni de traitement. Les autres
sujets, dgés de plus de 65 ans, ont été recrutés a la consultation de médecine gériatrique.
Aucun d’entre eux n’avait d’hyperlipémie familiale, de diabéte ni d’antécédent d’infarctus du
myocarde. 8 sujets 4gés de plus de 65 ans ne prenaient aucun traitement.

O 47 insuffisants rénaux chroniques non dialysés (20 femmes, 27
hommes), d’Age moyen de 62,6 + 17,6 ans, avec des extrémes de 17 a 86 ans.

0 104 hémodialysés (40 femmes, 64 hommes), d’age moyen de 58,7 +
15,2 ans, avec des extrémes de 20 a 83 ans.

0 22 dialysés péritonéaux (10 femmes, 12 hommes), dont 1’4ge moyen était
de 46,5 + 11,9 ans, avec des extrémes de 16 a 68 ans.

O 132 transplantés rénaux (62 femmes, 70 hommes), dont 1’dge moyen

était de 63,0 + 18,7 ans, avec des extrémes de 23 a 85 ans.

Tous les sujets étaient de race caucasienne et résidents du Limousin. Aucune

parenté entre individus n’a été notée.
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e Lorsque les sujets prenaient un traitement de fagon aigué€ ou chronique, les

médicaments ont été relevés.

e La fonction rénale résiduelle de chaque sujet a également été notée aprés

calcul de la clairance de la créatinine selon la formule de Cockroft.

II. METHODES

e Les sérums (5 ml de sang veineux ) ont été prélevés sur tube sec le matin, le

sujet étant a jeun, puis conservés au froid et dosés le jour méme.

e L’activité sérique de ’arylestérase a été mesurée par spectrophotométrie a
’aide de trois esters de synthese, le phénylacétate, le  4-nitrophénylacétate et le paraoxon.
Tous les réactifs utilisés provenaient de Sigma. Les analyses ont été réalisées a 1’aide d’un
spectrophotomeétre UV visible (UV 1205 Shimadzu, France) équipé de cuves thermostatées

par effet Peltier.

e Les activités enzymatiques sont exprimées en unités internationales (U) par
ml de sérum. Une U correspond a la quantité d’enzyme qui libére 1 pmol de produit (p-
nitrophénol) par minute, dans les conditions données de pH et de température. L hydrolyse

spontanée du substrat a toujours été¢ mesurée et prise en compte dans les calculs.
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e La répartition phénotypique a été¢ déterminée a ’aide du calcul du rapport

_ Activité ( Paraoxon).1000
Activité ( Phénylacétate)

défini par Eckerson.

e [’analyse de la répartition phénotypique a été effectuée:
¢ chez les sujets témoins dgés de plus de 65 ans,

¢ chez les sujets témoins dgés de moins de 65 ans,

0 sur la population témoin totale,

0 sur la population des insuffisants rénaux chroniques non dialysés,

<

sur la population hémodialysée,

<

sur la population des dialysés péritonéaux.

II1. TECHNIQUES DE DOSAGES

II1.1. Dosage de Pactivité arylestérase utilisant le phénylacétate comme
substrat

e L’activité a été mesurée selon la méthode décrite par Eckerson et coll. [38].
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e Comme décrit par la réaction suivante, I’hydrolyse du phénylacétate aboutit

a la formation de phénol:

PHENYLACETATE

+H,0
)
@OH + HO— C— CH,
PHENOL ACIDE ACETIQUE

Le phénol ayant la propriété d’absorber & 270 nm a pH 8, la vitesse initiale
d’hydrolyse du phénylacétate (exprimée en U/ml) a été calculée a partir de 1’augmentation
d’absorbance, a la longueur d’onde de 270 nm (le coefficient d’extinction du phénol étant de
1306 l.mol'l.cm'l) selon I’équation (I) suivante:

Vo =(AA.10°.Ved) / (€.V) (D)

avec AA = variation d’absorbance par minute
d = dilution
V= volume du mélange final
V; = volume du mélange initial

g = coefficient d’extinction
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e Le mélange initial (2ml) contenait:
0 1,25 mM de phénylacétate
¢ 0,9 mM de Chlorure de Calcium (CaCl,)

0 une solution tampon de Tris(hydroxyméthyl)aminométhane / HCI a 9,0

mM , pH=8,00 4 25°C.

e [e meélange initial était préincubé a 25 °C pendant une minute.

e La réaction était initiée par ’addition de 500 pl de sérum prédilué au 1/100

dans la solution tampon.

e Le temps de réaction était de 30 secondes.

e Les courbes d’absorbance étaient linéaires pendant au moins une minute.
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IIL.2. Dosage de Dactivité arylestérase utilisant le 4-nitrophénylacétate

commie substrat

e L’activité a été mesurée selon la méthode décrite par Haagen et Brock [51].

e Comme décrit par la réaction suivante, ’hydrolyse du 4-nitrophénylacétate

aboutit a la formation de 4-nitrophénol :

4-NITROPHENYLACETATE

+ H,0
i
OzN—@ OH + HO—C— CH,
4-NITROPHENOL ACIDE ACETIQUE

Le 4-nitrophénol ayant la propriété d’absorber a 402 nm a pH 7.4, la vitesse
initiale d’hydrolyse du 4-nitrophénylacétate (exprimée en U/ml) a été calculée a partir de
I’augmentation d’absorbance, a la longueur d’onde de 402 nm (le coefficient d’extinction du

4-nitrophénol étant de 14000 L.mol™.em™), selon I’équation (I).
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e Le mélange initial (2ml) contenait:
¢ 0,625 mM de 4-nitrophénylacétate,
O 2,5% de méthanol,
¢ 1,0 mM de CaCl,
¢ 1,0 M de NaCl

¢ une solution tampon de Triethanolamine/HCI a 25 mM, pH=7,4 4 25°C.

e Le mélange initial était préincubé a 25 °C pendant une minute.

e La réaction était initiée par [’addition de 250 pl de sérum prédilué au 1/20

dans la solution tampon.

e Le temps de réaction était d’une minute.

e Les courbes d’absorbance étaient linéaires pendant au moins une minute.

I11.3. Dosage de activité arylestérase utilisant le paraoxon comme substrat

e L’activité a été mesurée selon la méthode décrite par Eckerson et coll.

l1égérement modifiée [38].

e Comme décrit par la réaction suivante, ’hydrolyse du paraoxon aboutit a la

formation de 4-nitrophénol :
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6]
|| _0CH;
o {00 1<
OC,H;
PARAOXON
+H,0
(0]
|| _OC,Hs
@« W<
“NOC,H;
4-NITROPHENOL ACIDE DIETHYLPHOSPHORIQUE

e A pH=10,5, le 4-nitrophénol ayant la propriété d’absorber a 412 nm, la
vitesse initiale d’hydrolyse du paraoxon (exprimée en U/ml) a été calculée a partir de
1I’augmentation d’absorbance, a la longueur d’onde de 412 nm (le coefficient d’extinction du

4-nitrophénol étant alors de 17000 L.mol™.em™), selon I’équation (I).

e Le mélange initial (2 ml) contenait:
¢ 1,25 mM de paraoxon

0 1,0 M de NaCl

¢ 1,0 mM de CaCl,

¢ une solution tampon de glycine a 50 mM , pH=10,05 a 25°C.

e Le meélange initial était préincubé a 25 °C pendant une minute.
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e La réaction était initiée par ’addition de 500 pl de sérum prédilué au 2/5

dans la solution tampon.

e Le temps de réaction était d’une minute.

e Les courbes d’absorbance étaient linéaires pendant au moins une minute.

IV. TRAITEMENT STATISTIQUE

Les données ont été analysées a I’aide du logiciel S-plus [123] en utilisant:

0 le test de x’ pour comparer les répartitions phénotypiques

0 le test de Kolmogorov-Smirnov pour tester la normalité des distributions:
une transformation logarithmique a été nécessaire afin d’obtenir la distribution la plus proche
possible de la loi normale (courbe de Gauss).

O la régression linéaire multiple (calcul des coefficients de régression)
avec sélection automatique des variables les plus significatives pour tester ’influence de
I’4ge, du sexe et de la pathologie ainsi que I’interaction entre le facteur Age et la pathologie
(ceci afin de savoir si I’influence de I’dge dépend de la pathologie) :

Dans ce dernier cas, le modele utilisé était le suivant:
log(U/ml)= a, + a; .Sexe + a,.Age + a;.IR + a,. HD + a5.DP + a5 TR +bs.Age.IR + b,.Age. HD

+ bs.Age.DP + bs.Age. TR
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(avec Sexe codé | pour les sujets masculins ou 0 pour les sujets féminins, IR:
Insuffisant rénal chronique non dialysé codé 1 ou 0, HD: Hémodialysé codé 1 ou 0, DP:
Dialysé Péritonéal codé 1 ou 0, TR: Transplanté Rénal codé 1 ou 0).
Ce modele a été appliqué aux 500 patients (incluant les 195 sujets témoins pour
lesquels IR=HD=DP=TR=0).
Cette méthode statistique a été choisie du fait des petits effectifs du groupe des
insuffisants rénaux chroniques non dialysés (n = 47) et du groupe des dialysés péritonéaux (n
= 22) : il est en effet nécessaire de grouper le maximum de sujets afin d’augmenter la
puissance des tests statistiques et donc afin de mieux déceler les faibles différences entre
groupes.
— La validité de chaque équation a été appréciée d’apres:
- s, I’écart-type résiduel
- 1%, le rapport des variances expliquée et totale
-F, le rapport des variances expliquée et résiduelle.
= Une équation significative est caractérisée par un faible écart-type, un
taux de variance expliquée proche de 100% et un rapport des variances élevé.
= L’influence de chaque parameétre peut étre évaluée par la valeur du
rapport du coefficient de régression & son écart-type, qui définit une variable t de Student.
= l’obtention d’un coefficient de régression a; significatif pour 1'un des
facteurs IR, HD, DP ou TR indique que I’activité arylestérase est modifiée dans I’état
correspondant (IR, HD, DP ou TR).
= ’obtention d’un coefficient de régression significatif pour un facteur du
type (Age.IR) indique que I'influence de 1’dge sur I’activité arylestérase est différente dans

1’état considéré (ici I'insuffisance rénale) par rapport aux sujets normaux.
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Apres calcul des coefficients a; sur ’ensemble des sujets et, aprés avoir
constaté que I’'influence du sexe est négligeable (coefficient a; non significativement différent
de z€ro) (cf. résultats), ce modele nous a permis de calculer les droites de régression propres a
chaque catégorie de patients. Par exemple, la droite de régression de I’activité arylestérase
avec 1’dge chez les hémodialysés (HD=1, IR=DP=TR=0, le facteur sexe étant négligeable
donc a,;=0) est caractérisée par I’équation suivante:

log(U/ml)=a+b.Age aveca =ajta, etb=a,ta,

Ces relations ont été utilisées pour calculer les résultats des tableaux Il et IV et
de la figure 3.

0 la régression linéaire simple a été utilisée dans le cas des sujets témoins
dont ’effectif était suffisant pour calculer directement les droites de régression pour chaque

phénotype (sous la forme log (U/ml) =a+b. Age).
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RESULTATS

I. ACTIVITE ARYLESTERASE DE LA POPULATION TEMOIN

e L’activité arylestérase varie selon le substrat, elle est forte avec le
phénylacétate (450 fois celle vis-a-vis du paraoxon), modérée avec le 4-nitrophénylacétate et
faible avec le paraoxon (tableau I). Ces résultats confirment des résultats de travaux antérieurs

[37].

e La dispersion interindividuelle est importante quel que soit le substrat utilisé
(et ce de fagon plus marquée pour le paraoxon) (tableau I). L’activité arylestérase est variable
d’un individu & I’autre non seulement au sein de la population globale (de 10 a 40 fois) du fait
de la variation liée au phénotype mais aussi au sein de chaque groupe phénotypique (tableau

10).

e La comparaison de la moyenne et de la médiane montre un léger écart a la
loi normale pour le paraoxon et le 4-nitrophénylacétate (tableau I). En revanche, si ’on
considére le logarithme des activités, le test de Kolmogorov-Smirnov ne montre plus de
différence significative par rapport a la loi normale pour tous les substrats. Cela justifie

I’utilisation du logarithme des activités arylestérase dans 1’étude de corrélation.
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e Les activités arylestérase vis-a-vis de chaque substrat sont corrélées de
fagon significative a I’4ge des sujets dans 1’ensemble de la population témoin (figure 1).
Les relations activité/dge obtenues par régression linéaire simple sont les
suivantes:
* avec le dosage utilisant le phénylacétate comme substrat:
y =-0,0027x + 2,1071 o y = log activité¢ en U/ ml et x = 4ge

(r=-0,45; p<10™)

* avec le dosage utilisant le paraoxon :
y =-0,0046x - 0,5421 ot y = log activité en U/ ml et x = 4ge

(r=-0,32; p<10™

* avec le dosage utilisant le 4-nitrophénylacétate :
y =-0,0033x + 0,3903 ou y = log activité en U/ ml et x = 4ge

(r=-0,57; p<10™

Les pentes des trois droites de régression en fonction du substrat ne sont pas
significativement différentes. Les activités arylestérase diminuent donc au fur et & mesure que
I’dge augmente.

Les valeurs faibles du coefficient de détermination 1* (comprises entre 0,1 et
0,3) suggerent que 1’dge n’explique qu’une faible partie de la diminution de [’activité

arylestérase entre individus sains.
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e Il n’a pas été constaté d’influence significative du sexe, ni des médicaments

pris par certains des sujets 4gés de plus de 65 ans.

e Dans la population témoin, la répartition des phénotypes (figure 2) calculée
par les rapports d’activité vis-a-vis du paraoxon et du phénylacétate (formule d’Eckerson) est
la suivante:

- 46% de phénotype A
- 42% de phénotype AB
-12% de phénotype B
Les répartitions des phénotypes pour les groupes de population d’Age inférieur

a 65 ans ou supérieur a 65 ans ne différent pas non plus de cette répartition.

e [’étude de I'activité arylestérase vis-a-vis de chaque substrat au sein des
groupes A et AB (Tableau III) a confirmé la corrélation significative avec I’age.
Ceci est également constaté au sein du groupe B pour le 4-nitrophénylacétate.
Par contre, pour le phénylacétate et le paraoxon, dans le groupe B, I’absence
de baisse significative avec I’dge pourrait s’expliquer par le faible nombre de sujets (n=25)

dans ce groupe.

e Avec le paraoxon, la pente de la droite de régression du groupe A (-0,0064)
est significativement supérieure a celle du groupe AB (-0028) (p<0,01), alors qu’il n’y a pas
de différence significative avec le phénylacétate (-0,0031 pour A contre -0,0025 pour AB) ou

le 4-nitrophénylacétate (-0,0036 pour A contre -0,0030 pour AB). Ainsi, selon le substrat,
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I'influence de I’dge en fonction du phénotype semble donc varier: en effet, ’dge semble
beaucoup plus diminuer 1’activité enzymatique dans la population du phénotype A par rapport
au phénotype AB lorsque le paraoxon est utilisé, alors qu’aucune différence significative n’est

notée avec le phénylacétate ou le 4-nitrophénylacétate.

II. ACTIVITE ARYLESTERASE DES MALADES INSUFFISANTS RENAUX

CHRONI S DIALYSES, DIALYSES ET T PLANTE

11.1. Malades insuffisants rénaux chroniques non dialysés et dialysés

e Les résultats obtenus avec les trois substrats sont représentés dans le tableau I :
¢ Comme pour les sujets témoins, 1’activité arylestérase varie selon le
substrat : forte vis-a-vis du phénylacétate, modérée vis-a-vis du 4-nitrophénylacétate et faible
vis-a-vis du paraoxon.

0 La dispersion interindividuelle au sein de chaque groupe de malades (non
dialysés, hémodialysés et dialysés péritonéaux) reste importante quel que soit le substrat
comme pour les sujets témoins.

0 La comparaison de la moyenne et de la médiane montre un léger écart a
la loi normale pour les trois substrats dans chaque groupe. Ceci justifie donc 1’utilisation du

logarithme des activités dans I’étude de corrélation, comme pour le groupe témoin.
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e [’analyse statistique par régression linéaire multiple sur I’ensemble des
sujets a montré que:

0 L’activité arylestérase est corrélée de fagon significative avec 1’dge
(tableau IV), (figure 3). On note en effet une baisse d’activité avec le vieillissement dans
chaque groupe (pente de la droite de régression négative), a ’exception des hémodialysés et
ce dans les cas particuliers du 4-nitrophénylacétate et du paraoxon ou I’activité arylestérase
est pratiquement stable (la pente de la droite de régression est méme 1égérement positive).

0 Chez les sujets insuffisants rénaux, 1’activité arylestérase vis-a-vis du 4-
nitrophénylacétate est abaissée de fagon significative (tableau V) par rapport au groupe
témoin, avec une diminution plus faible pour les insuffisants rénaux chroniques non dialysés
(p<0,05) et treés forte pour les hémodialysés (p<0,01) qui reste trés légérement supérieure a
celle des dialysés péritonéaux (p<0,01).

¢ Lorsque le paraoxon est le substrat, la variation de I’activité arylestérase
n’est pas significative pour les insuffisants rénaux non dialysés mais fortement significative
pour les hémodialysés (p<0,01) et les dialysés péritonéaux (p<0,05). Pour le phénylacétate,
seul le groupe des hémodialysés a une activité abaissée par rapport au groupe témoin de fagon
significative (p<0,01) (tableau V).

¢ L’activité arylestérase est indépendante du sexe, comme cela est observé

dans le groupe témoin.
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e La répartition des phénotypes au sein de l’ensemble du groupe des
insuffisants rénaux non dialysés et dialysés est comparable a celle des sujets témoins et a la
répartition phénotypique de la littérature (test de xz) [37] avec 49,7 % d’individus « A », 49,3
% d’individus « AB » et 6,4 % d’individus « B » selon les calculs effectués a partir de la

formule d’Eckerson (figure 4).

11.2. Malades transplantés rénaux

e Les résultats obtenus avec les trois substrats sont représentés dans le tableau I :

¢ Comme pour les sujets témoins, I’activité arylestérase varie selon le
substrat : forte vis-a-vis du phénylacétate, modérée vis-a-vis du 4-nitrophénylacétate et faible
vis-a-vis du paraoxon.

¢ La dispersion interindividuelle au sein du groupe des transplantés reste
importante quel que soit le substrat comme pour les sujets témoins.

¢ La comparaison de la moyenne et de la médiane montre un léger écart a
la loi normale pour les trois substrats. Ceci justifie donc ’utilisation du logarithme des
activités dans 1’étude de corrélation comme pour le groupe témoin.

0 L’analyse statistique par régression linéaire multiple sur I’ensemble des
sujets a montré que:

0 Contrairement aux autres insuffisants rénaux chroniques, 1’activité
arylestérase vis-a-vis du 4-nitrophénylacétate n’est pas abaissée de fagon significative (tableau

IV) par rapport au groupe témoin.
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= En effet, la droite de régression obtenue par régression multiple dans le
cas du 4-nitrophénylacétate, a la méme équation que celle des sujets témoins :

y =-0,0033x + 0,3903 avec y = log activité arylestérase et x=4ge

0 L’absence d’abaissement significatif de 1’activité arylestérase chez les
malades transplantés par rapport aux sujets témoins a été également observée avec le
paraoxon et le phénylacétate.

0 L’activité arylestérase est corrélée de fagon significative avec 1’4ge
(tableau IV, figure 3). On note en effet une baisse d’activité avec le vieillissement des patients
transplantés (pente de la droite de régression négative, droite de régression des transplantés
confondue avec celle des sujets témoins).

¢ L’activité arylestérase est indépendante du sexe, comme cela est observé

dans le groupe témoin.

e La répartition des phénotypes au sein du groupe des transplantés est
comparable a celle des sujets témoins et a la répartition phénotypique de la littérature (test de
xz) [37] avec 49,7 % d’individus « A », 49,3 % d’individus « AB » et 6,4 % d’individus « B »

selon les calculs effectués a partir de la formule d’Eckerson (figure 5).
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DISCUSSION

I. ARYLESTERASE ET VIEILLISSEMENT VASCULAIRE

L’activité arylestérase sérique mesurée chez 195 sujets 4gés de 17 a 105 ans
diminue de fagon trés significative avec I’age.

Pour la premicre fois, une influence du vieillissement sur cette activité
enzymatique est notée. D’autres études dont celle de Mackness et Coll. [83] n’avaient pas
noté de modification d’activité en fonction de I’dge. Ces études portaient sur des effectifs de
population non négligeables (environ 80 patients hypercholestérolémiques, 40 diabétiques
insulinodépendants et 80 sujets « contrdle ») mais ayant des répartitions d’dge restreintes
(adges extrémes de 49 a 73 ans avec une moyenne a 51 ans). L’étude actuelle est la premiére a
faire référence & un nombre important d’individus avec une large répartition d’age (de 17 a
105 ans).

Cette diminution trés significative (p<0,001) est une information intéressante
lorsque I’on considere ’hypothése selon laquelle I’arylestérase exerce un rble dans la
physiopathologie de I’athérosclérose [86,88].

En effet, les complications de 1’athérosclérose sont fréquentes chez les sujets
dgés (HTA, insuffisance coronarienne, accident vasculaire cérébral et néphroangiosclérose) et
sont responsables d’une morbidité et d’une mortalité importantes.

Comme cela a déja été¢ précédemment évoqué , I’activité arylestérase est

diminuée chez les patients coronariens ayant des antécédents d’infarctus du myocarde [89],
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chez les patients diabétiques insulino-dépendants [83] et chez les patients présentant certains
troubles du métabolisme lipidique tels que I’hypercholestérolémie familiale ou les
hypoalphalipoprotéinémies (telles que la maladie de Tangier) [83,102]. Toutes ces situations
pathologiques correspondent a une maladie cardio-vasculaire rapidement évolutive et souvent
prématurée.

La constatation de 1’abaissement de 1’activité arylestérase concommitante avec
le vieillissement vasculaire parait donc intéressante puisqu’elle confirme la relation, fortement
suggérée par Mackness, entre la diminution d’activité enzymatique et le développement de la
maladie cardio-vasculaire. Cette diminution d’activité constitue une hypothése enzymatique

séduisante quant a I’explication du développement de I’athérosclérose au cours des ans.

Au sein de la population générale caucasienne, 1’on sait que [’activité
arylestérase se répartit en trois phénotypes [37], A pour des activités paraoxonase basses, AB
pour des activités intermédiaires et B pour des activités élevées. Afin de vérifier que la
population la plus dgée de cette étude n’était pas représentée en trop fortes proportions par des
sujets appartenant aux phénotypes « faibles activités » (groupe A et AB), la répartition
phénotypique a été calculée et a montré la méme structure phénotypique que les populations
caucasiennes ayant servi a établir des valeurs de références [37]: le groupe A représentant,
dans la population générale, 47% des sujets, le groupe B 10% des sujets et le groupe AB 43%
des sujets.

La figure 2 montre, en effet, les trois groupes A, AB et B et leurs répartitions
au sein de la population générale totale. Les deux « sous-populations », comprenant les sujets
de moins de 65 ans pour la premiére et les sujets de plus de 65 ans pour la seconde, n’ont pas

montré, non plus, de répartition phénotypique différente. L’influence de 1’age a été retrouvée
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dans chaque sous-groupe phénotypique. Cependant, le phénotype A de « basse activité »
semble perdre son activité d’hydrolyse du paraoxon plus rapidement que les deux autres
phénotypes, ce qui tend a élargir les distributions d’activité arylestérase chez les personnes
agées (tableau III) : Les sujets de phénotype B conservent en effet une activité arylestérase
¢levée plus longtemps. L’dge n’explique qu’une faible partie des variations d’activité
arylestérase (10 a 30% selon le coefficient de détermination rz). La variation « résiduelle » est
probablement due aux différences interindividuelles, dépendant des répartitions
phénotypiques des populations, mais aussi & ’intérieur de chaque phénotype a différents
facteurs endogenes et exogénes . Il est vraisemblable que de tels facteurs épigénétiques

puissent aussi intervenir (alimentation, état nutritionnel).

Jusqu’a une date récente, aucune étude ne permettait de relier le risque cardio-
vasculaire accru a un phénotype particulier. Les études précédemment citées [83;89;102] ne
montraient qu’une diminution d’activité enzymatique acquise dans des populations dont la
répartition phénotypique, lorsqu’elle était connue, était conforme a celle de la population de
référence. Si ’on considére qu’une forte activité arylestérase protége contre le risque
d’athéromatose, cela signifie que I’dge diminue cette protection, que les sujets du phénotype
A ont plus de risque que les autres et que 1’dge augmente davantage ce risque dans ce
phénotype A (diminution plus précoce et rapide).

En revanche, on peut discuter une seconde hypothése selon laquelle ce serait au
contraire une forte activité¢ paraoxonase comme celle présentée par le phénotype B qui
exposerait au risque d’athéromatose. On peut verser a I’appui de cette hypothése deux études
épidémiologiques rétrospectives récentes: I’'une comparant deux populations de diabétiques

non insulino-dépendants caucasiens [113], "autre [119] comparant une population de
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coronariens a la population générale. Ces deux études ont retrouvé par exploration génétique
une plus forte proportion de phénotype B dans le groupe atteint d’insuffisance coronarienne
que dans le groupe indemne de cette pathologie. Si ces résultats devaient étre confirmés, il
s’agirait donc 1a de la premiére mise en évidence d’une différence génétique d’action cardio-
vasculaire de I’arylestérase.

Cependant, une réserve sur les résultats de ces travaux peut étre émise: les deux
études n’ont concerné que des sujets survivants. Les auteurs de la premiére étude eux-mémes
évoquent une possibilité de biais de survie. En effet, ces sujets étaient séparés en deux groupes
selon qu’ils avaient ou non une insuffisance coronarienne confirmée. On ne peut exclure
I’hypothese, que les sujets décédés de leur insuffisance coronarienne aient préférentiellement
appartenu au phénotype A et qu’ainsi, au sein des survivants, le pourcentage de sujets de
phénotype B ait pu apparaitre supérieur a celui du groupe témoin. Cela rendrait compatible
ces résultats avec la premiére hypothése énoncée ci-dessus, puisque la surmortalité du groupe
A pourrait étre expliquée par 1’association du risque de la maladie diabétique et du risque
cardio-vasculaire propre a ce phénotype. Il est également possible que [’activité
arylestérase/paraoxonase soit globalement diminuée chez les coronariens, méme si la
proportion de phénotype B est augmentée. Malheureusement, les données publiées ne
permettent pas de calculer cette activité dans les conditions utilisées par les auteurs, de sorte

qu’il n’est pas possible de comparer leurs résultats avec les notres.

L’activité arylestérase semble indépendante du sexe, comme cela a déja été
rapporté [83], ainsi que des traitements regus. Il serait cependant intéressant de vérifier si

d’autres substances pharmacologiques ne pourraient étre capables de modifier cette activité.
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La comparaison des données de la littérature aux résultats obtenus dans cette
¢tude chez les sujets de moins de 65 ans montre que les niveaux d’activités mesurées dans
cette étude sont similaires a ceux d’Eckerson [37,38] pour ce qui concerne [’activité
d’hydrolyse du phénylacétate, mais plus faible pour ce qui concerne ’activité d’hydrolyse du
paraoxon. De méme, les résultats concernant I’activité d’hydrolyse du paranitrophénylacétate
montre des valeurs plus faibles que ceux obtenus par Haagen [51]. Ces différences pourraient
s’expliquer en partie par une moindre dilution du sérum dans nos techniques, I’enzyme
pouvant alors subir des phénomeénes d’association qui tendraient a réduire son activité
spécifique. Les dilutions utilisées dans cette étude ont été choisies pour minimiser 1’hydrolyse

spontanée du substrat par rapport a ’hydrolyse enzymatique.

Quoi qu’il en soit, la diminution de I’activité arylestérase et donc 1’éventuelle
perte de son réle protecteur contre 1’athérosclérose avec 1’dge, pourrait constituer un facteur

important du vieillissement vasculaire.

II. ARYLESTERASE ET INSUFFISANCE RENALE CHRONIQUE

I1.1. Athéromatose et insuffisance rénale chronique

La maladie cardio-vasculaire est la premiére cause de mortalité de 1’insuffisant
rénal chronique (IRC) [13]. Ce risque augmente considérablement avec le traitement par
dialyse [53] quelle que soit la méthode d’épuration utilisée: la dialyse prévient en effet la mort

par urémie mais le taux de survie de ces patients reste trés bas (espérance de vie moyenne de
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9,3 ans pour un IRC pris en dialyse a 40 ans et 4,3 ans pour un IRC pris en dialyse a 59 ans
aux USA) (United States Renal Data System 1995) et 50% des décés sont dus a des
complications cardio-vasculaires [62,63,106]. Ainsi, Ritz et coll. ont noté, en 1985, que le
risque d’infarctus du myocarde mortel du patient dialysé est de 9 a 170 fois supérieur a celui
de la population générale du méme age [106]. Des prélévements post mortem d’artéres
iliaques et rénales de patients urémiques ont confirmé la présence de lésions d’athéromatose
accélérée par rapport & une population controle [63,129].

Parmi les nombreux facteurs contribuant a cette athérosclérose accélérée, les
anomalies lipidiques semblent jouer un role majeur: lors de I’'IRC, des troubles du
métabolisme lipidique quantitatifs et qualitatifs [98] apparaissent :

- I’hypertriglycéridémie est fréquente, elle est retrouvée chez 50 a 75% des
dialysés [21,25,27,30,42,50,52,62,73,91,97,105] et augmente au fur et & mesure de 1’altération
de la filtration glomérulaire chez I'IRC [9,11,13,19,20,25,28,42,50,56,61,78,95,96,122,136].
L’hypertriglycéridémie est associée a une augmentation du taux de lipoprotéines VLDL et
IDL.

- ’hypercholestérolémie totale est rare mais une redistribution du cholestérol
au détriment des lipoprotéines HDL est observée, le taux de HDL est abaissé en particulier les
fractions 2 et 3 [17,52,97,112] et le rapport HDL/LDL diminue [13,21,27,30,62,93]. Enfin, la
Lp(a) est augmentée.

- les modifications qualitatives des lipoprotéines sont nombreuses et variables:
diminution des apoprotéines apoB, A, et A,, augmentation modérée des apoB, diminution de
I’apoE [11,13,16,50,98]. Ainsi le rapport ApoA,; / ApoC; est abaissé et semble représenter
I’anomalie la plus significative de I'IRC. L’urémie semble aussi marquée par un transfert des

apo B, C et E des HDL vers les VLDL et IDL.
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Toutes ces modifications sont déja présentes a un stade assez précoce de I’IRC
[12,13,50,128] et se confirment en s’aggravant au stade de la dialyse.

Ces anomalies lipidiques du sujet urémique et du dialysé ont été jusqu’ici
attribuées a plusieurs mécanismes complémentaires :

¢ diminution de I’épuration des triglycérides [27,117]

¢ diminution du catabolisme des VLDL [22,27-31,34,55,56,78,79]
[90,94,95,97,109,110,116,117], secondaire a des diminutions voire pertes d’activités
enzymatiques lipolytiques, telles que la friglycéride-lipase hépatique [3,7,10,30,31,101], la
lipoprotéine-lipase [13,30,105,117], la Lécithin-Cholestérol-Acyl-Transférase (LCAT)
[13,35]. Ces diminutions d’activités ont été rattachées & une possible insulino-résistance
[111], a ’hyperparathyroidie, aux toxines urémiques, aux modifications des apoprotéines
[8,41,90] ou a I’anticoagulation par héparine au long cours lors des séances d’hémodialyse
[28,32,61,118].

0 augmentation de production de triglycérides par erreurs diététiques,
ingestion de sucres [14], par des apports de glucose par le dialysat et par hyperinsulinisme
[9,19,29]

¢ diminution de Destérification du cholestérol [35] et diminution du
transport inverse du cholestérol vers le foie du fait d’un taux d’apoE élevé [13,58].

0 existence d’un stress oxydant aboutissant a la synthése de lipoperoxydes

Aprés transplantation rénale, des anomalies du métabolisme lipidique sont
fréquemment retrouvées [73]. Malgré la normalisation de la fonction rénale aprés la greffe,
une hyperlipidémie peut apparaitre : I’hypertriglycéridémie est souvent présente bien que chez

certains patients, une hypercholestérolémie isolée ait pu étre constatée. Comme pour les
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insuffisants rénaux chroniques non transplantés, ces troubles du métabolisme lipidique
peuvent avoir des conséquences cliniques importantes: en effet, plusieurs études ont montré
une plus grande incidence des complications cardio-vasculaires chez les transplantés rénaux
présentant une dyslipidémie [36].

Parmi les multiples facteurs pouvant contribuer a la constitution des troubles du
métabolisme lipidique du transplanté rénal, il est important de connaitre le facteur iatrogéne
représenté par certains médicaments immunosuppresseurs, tels que la ciclosporine
(augmentation de la cholestérolémie de 0,77 a 0,92 mmol/l en moyenne, hypertriglycéridémie
et augmentation de la lipoprotéine(a)), le tacrolimus et les corticoides (dont I’arrét entraine
une baisse de la cholestérolémie totale de 17 % environ) [36].

Devant les découvertes récentes concernant le réle éventuel de ’arylestérase
dans la protection contre 1’athérosclérose, il était intéressant d’étudier cette enzyme lors de

I’IRC et aprés transplantation rénale.

11.2. Activité arylestérase au cours de Pinsuffisance rénale chronique

Cette étude est la premiére a s’intéresser a 1’activité arylestérase chez
I’insuffisant rénal chronique.

Comme 1’avait montré Mackness dans des populations & haut risque cardio-
vasculaire (coronariens, diabétiques, hypercholestérolémie familiale) [80-88], cette étude
montre que I’activité arylestérase est abaissée de fagon significative au cours de I'IRC (de 5 a
25 % selon le substrat) et qu’elle est effondrée lors des traitements par hémodialyse (de 25 a

43 %) ou dialyse péritonéale (de 5 a 25% selon le substrat) par rapport aux sujets
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« contrdles ».

Lorsque ’on compare ’age moyen de la population témoin (50 ans) et ’age
moyen des populations des malades (59 ans), un biais de sélection des sujets peut étre
suspecté (les malades étant de 10 ans plus vieux que les témoins), 1’abaissement d’activité
arylestérase pouvant alors étre attribué a 1’dge. Ceci a pu étre écarté grice a I’analyse
statistique par régression linéaire multiple qui permet de comparer chaque groupe par tranches
d’age tout en intégrant la diminution d’activité liée au facteur dge.

L’étude de la répartition phénotypique de chaque groupe n’a, de plus, pas
montré de différence significative par rapport aux données de la littérature concernant des
populations caucasiennes (prédominance des phénotypes A d’activité arylestérase basse
(47%) et AB d’activité intermédiaire (43%) dans des proportions habituelles) (figure 4). Les
populations témoins ou malades du Limousin ne constituent donc pas un foyer de population
particulier ou des sujets prédisposés au phénotype A seraient « sur-représentés ».

L’altération de la filtration glomérulaire semble donc s’accompagner d’une
diminution globale d’activit¢ de [’arylestérase, diminution d’autant plus forte que
I’insuffisance rénale est terminale et nécessite une méthode de suppléance (HD ou DP).
Comme cela a été rappelé dans le chapitre précédent, la premiére cause de mortalité du sujet
urémique est la maladie cardio-vasculaire. Les insuffisants rénaux chroniques représentent
donc, une population a haut risque, comme le sont les sujets diabétiques ou atteints
d’hypercholestérolémie. Cette étude tend donc, a confirmer les découvertes de Mackness en
montrant une corrélation significative  entre une activité arylestérase basse et le
développement précoce de lésions d’athérosclérose. Par ailleurs, il est intéressant de noter
I’existence d’un stress oxydant important, décrit au cours de 1’évolution de I’IRC, comme cela

est aussi observé chez le diabétique . Certains auteurs ont méme attribué a ce stress un role
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dans la pathogénie des troubles lipidiques de I’insuffisant rénal chronique et ont préconisé
'utilisation de la vitamine E lors du diagnostic d’hyperlipémie voire méme en prévention,
afin de limiter au maximum ce stress grice aux propriétés anti oxydantes du tocophérol [125].
Dans ce contexte, la diminution d’activité arylestérase, et donc de son effet antioxydant, chez
I’insuffisant rénal chronique tend également a confirmer 1’hypothése de Mackness concernant

le role préventif de 1’enzyme contre I’athérosclérose.

Comment expliquer 1’abaissement d’activité arylestérase au cours de I'IRC?
Les toxines urémiques ou autres métabolites en exces lors d’IRC pourraient constituer des
inhibiteurs de l'enzyme :

- soit par compétition au niveau du site actif

- soit par modification de la structure de I’enzyme, de son site actif, du site
d’interaction de I’arylestérase avec les lipoprotéines HDL ou du site d’interaction avec la
calcium. Tout ceci, associé¢ a une production accrue de lipoperoxides lors d’urémie (par stress
oxydant), pourrait expliquer l’altération précoce et importante des parois vasculaires de
I’insuffisant rénal chronique. Cependant, dans le groupe des insuffisants rénaux chroniques
non dialysés, ’étude du degré de diminution de la masse néphronique par le calcul de la
clairance de la créatinine, selon la formule de Cockroft, n’a pas montré de corrélation linéaire
significative entre la baisse de la clairance et la baisse d’activité enzymatique, quel que soit le
substrat. Cette derniére constatation tend a faire émettre I’hypothése, selon laquelle les
méthodes de suppléance rénale pourraient avoir une action inhibitrice sur I’arylestérase plus
forte que I’action de 'urémie, en elle-méme, sur ’arylestérase (si un phénoméne d’inhibition

existe...).
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I1.3. Activité arylestérase au cours de Uinsuffisance rénale chronique aprés
que ap

transplantation rénale

La restauration de ’activité arylestérase aprés transplantation rénale améne a
trois remarques:

e Tout d’abord, chez le transplanté rénal, une activité arylestérase normalisée
ne semble pas toujours s’accompagner d’une disparition des troubles du métabolisme
lipidique puisque ces derniers semblent persister ou apparaitre aprés transplantation [36]. Cela
incite a la prudence quant a I’'importance du réle attribué a 1’arylestérase dans la constitution
des dyslipidémies du sujet insuffisant rénal chronique. Cependant, les anomalies lipidiques
aprés transplantation, ne sont en général, pas aussi sévéres que pendant la période de dialyse
et une étude plus précise de la relation dyslipidémie / activité arylestérase chez le transplanté
rénal est indispensable afin de définir le rdle éventuel de I’enzyme dans ce type de pathologie.
De plus, comme cela a été précisé précédemment, les anomalies lipidiques dans I’IRC et aprés
transplantation sont multiples, complexes et probablement multifactorielles : on peut
supposer, comme dans le chapitre précédent (IRC), que selon le mode de traitement de I'IRC,
I’arylestérase joue un rdéle plus ou moins important dans la physiopathologie de

’athérosclérose.

e La seconde remarque concerne le mécanisme, par lequel I’activité
arylestérase est restaurée aprés transplantation et altérée lors des traitements par dialyse. Cette
normalisation , concomitante a une « récupération » d’une fonction rénale normale, incite, en
effet, a évoquer la survenue d’un phénoméne d’inhibition, probablement sérique, lors de la

progression de I’insuffisance rénale chronique, maximal lors du traitement par dialyse et
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disparaissant apres la greffe rénale. On peut évoquer, par exemple, la disparition de certaines
toxines urémiques qui n’exerceraient donc plus d’inhibition sur I’enzyme, son site
d’interaction avec les HDL ou sur le site d’action du Calcium sur I’enzyme. Cela n’écarte
cependant pas la possibilité de la restauration de la synthése de I’arylestérase par la
transplantation rénale : seul un dosage sérique de la protéine (et non plus de I’activité

enzymatique) pourrait confirmer avec certitude cette hypothése.

e Enfin, il ne faut pas oublier I’interaction possible des traitements
immunosuppresseurs avec [’arylestérase, compte tenu de la participation de certains
(ciclosporine, transportée par les lipoprotéines LDL, corticoides ou tacrolimus) dans
’aggravation des troubles lipidiques du transplanté rénal. Ce travail n’a cependant pas
observé d’influence des traitements sur I’activité arylestérase. Mais une altération modérée de
’activité aprés transplantation parait une hypothése intéressante concernant le fait, que la
restauration de I’activité enzymatique ne s’accompagne parfois de la persistance des troubles

lipidiques.
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CONCLUSION

L’activité paraoxonase/arylestérase sérique diminue de fagon trés significative
avec [’dge. L’influence du vieillissement sur cette activité enzymatique, paralléle au
développement des 1ésions d’athérosclérose avec 1’age, semble donc confirmer ’hypothése de
la participation de I’arylestérase a I’athérogénése, méme si ce travail est essentiellement
épidémiologique et n’étudie pas le statut oxydant des lipoprotéines LDL des sujets témoins.

Au cours de I’insuffisance rénale chronique, 1’activité paraoxonase/arylestérase
diminue fortement lors d’insuffisance rénale chronique non terminale (25%), et est effondrée
lors des traitements par hémodialyse (42%) et par dialyse péritonéale (39,5%) par rapport aux
sujets témoins du méme age. Pour la premiére fois, ce travail met en évidence I’influence de
I’'urémie chronique sur cette activité enzymatique. Comme pour les diabétiques insulino-
dépendants, les patients insuffisants coronariens ou lors d’hyperlipidémie familiale, cette
étude montre une baisse significative d’activité arylestérase au sein d’une population a forte
athérogénicité. La encore, cela semble confirmer la participation de [’enzyme dans la
physiopathologie de I’athérosclérose. Cette étude ne permet cependant pas de dire a quel
niveau, ni avec quelle importance, 1’arylestérase joue (ou, dans le cas des sujets urémiques,
perd) son rdle protecteur contre I’athérome. D’autres études sont, en effet, nécessaires afin de
répondre a ces questions ainsi qu’aux suivantes :

- la baisse de I’activité arylestérase correspond-elle vraiment a une
modification du statut oxydant des lipides lors d’insuffisance rénale et/ou & un profil lipidique

particulier ?
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- peut-on expliquer la baisse d’activité par des facteurs d’inhibition
enzymatique, ou par une diminution de synthése de ’enzyme lors de 'urémie ?

L’étude de cette activité enzymatique dans ce « modele pathologique », que
représente l’insuffisance rénale chronique, permettra peut-étre de mieux connaitre la
physiopathologie de I’athérogénése.

Aprés transplantation rénale, 1’activité paraoxonase/arylestérase ne différe pas
de fagon significative de I’activité des sujets témoins : elle semble donc étre restaurée. La
diminution voire la disparition des toxines urémiques s’accompagnent donc d’une
augmentation de cette activité. Il parait alors intéressant d’étudier plus en détail la relation
pouvant exister entre arylestérase et dyslipidémies du transplanté rénal.

Enfin, il est important de souligner que ’arylestérase n’ayant suscité de
I’intérét que depuis peu, on ne connait pas encore son ou ses substrats physiologiques (méme
si sa participation dans le métabolisme lipidique est suspectée). Son propre métabolisme n’est
pas encore élucidé (méme si le géne qui la code est connu) et surtout on ne sait pas encore la
purifier, étape qui semble aujourd’hui le préalable indispensable a I’étude de cette enzyme et a

la découverte de son role.
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Figure 1 : Activité arylestérase sérique en fonction de I’4ge et du substrat (Paraoxon,
Phénylacétate (PhAc) et 4-nitrophénylacétate (PNPA) ), chez les sujets témoins.
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Figure 2 : Répartition phénotypique des sujets témoins, déterminée selon le calcul du rapport R = — - -
Activité ( Phénylacétate)

Phénotype A (®) : R < 1,7 ; Phénotype AB (Q) : 1,7<R <4 ; Phénotype B (W) : R>4
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Figure 3 : Activité arylestérase sérique vis-a-vis du 4-nitrophénylacétate en fonction de I’dge chez les sujets témoins (N), les malades
présentant une insuffisance rénale chronique non terminale (IR), les malades hémodialysés (HD), les malades traités par dialyse
péritonéale (DP) et les malades transplantés rénaux (TR).
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Figure 4 : Répartition phénotypique des sujets insuffisants rénaux dialysés et non dialysés,

déterminée par le rapport d’Eckerson .
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REPARTITION PHENOTYPIQGUE DES TRANSPLANTES
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Schéma 1 : Représentation schématique de I’enzyme ARYLESTERASE / PARAOXONASE montrant
les 2 sites variables, les sites glucidiques, I’extrémité N-terminale hydrophobe et un résidu cystéinique
isolé.
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Peptide N-terminal

Gln — Val — GIn — Pro — Val — Glu — Leu — Pro — Cys — Asn— Leu — Val — Lys,;s

Ala — Leu — Tyr — Cys — Glu —Leuss,

Peptide C-terminal

Schéma 2 : composition de I’extrémité N-terminale de I’arylestérase/paraoxonase, li€e par un
pont disulfure a I’extrémité C-terminale.
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Schéma 3 : Activité arylestérase/paraoxonase et toxicité du parathion : ’hydrolyse du paraoxon évite
I’inhibition de la cholinestérase dans le sérum humain.
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Tableau I : Activité arylestérase sérique (en U/ml) chez les malades ayant une
insuffisance rénale chronique non terminale (IR), chez les hémodialysés (HD), chez les
malades traités par dialyse péritonéale (DP) et chez les malades transplantés rénaux
(TR) comparée aux sujets témoins.

Sujets 4- Paraoxon Phénylacétate
nitrophénylacétate
Témoins m=s 1,85+0,91 0,22 £ 0,16 98,68 + 33,30
[Minimum ; Maximum] [0,44 ; 6,17] [0,003 ; 0,84] [37,13; 251,80]
Médiane 1,66 0,17 96,37
IR m=s 1,42 + 0,60 0,19 £ 0,16 95 + 37
[Minimum ; Maximum] [0,63 ; 3,78] [0,02 ; 0,98] [42 5 197]
Médiane 1,27 0,15 84
HD m=s 1,07 £ 0,37 0,14 + 0,07 74 £ 20
[Minimum ; Maximum]| 10,11 ; 2,28] [0,01 ; 0,34] [25 ; 128]
Médiane 1,0 0,13 71
DP m=s 1,12 + 0,48 0,13 £ 0,08 95 +25
[Minimum ; Maximum]| [0,53 ; 2,40] [0,01 ; 0,32] [54 ; 164]
Médiane 0,98 0,12 92
TR m=ks 1,80 = 0,68 0,20 + 0,12 106,30 £ 29
[Minimum ; Maximum]| [0,33 ; 4,16] [0,03; 0,69] [33,85;203,49]
Médiane 1,66 0,15 106,30
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Tableau II : Activité arylestérase sérique (en U/ml) chez les sujets témoins selon le
phénotype A, AB ou B.

Phénotype 4-nitrophénylacétate Paraoxon Phénylacétate

A 1,78 + 0,62 0,12 + 0,04 109 =30
AB 2,30 = 1,00 0,28 £ 0,12 109 + 34
B 2,57 £ 1,45 0,47 £ 0,18 102 + 38

p<5% p<0,1% N.S.
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Tableau III : Activité arylestérase sérique (en U/ml) en fonction de I’dge et selon le
phénotype des sujets témoins

Phénotype 4 Paraoxon Phénylacétate
nitrophénylacétate
A log(U/ml) = log(U/ml) = log(U/ml) =
(n=89) - -0,0064.Age+0,7060  -0,0031.Age+2,1229

0,0036.Age+0,3673  (r=-0,52 ; p<107)
(r=-0,53 ; p<107)

(r=-0,49 ; p<107)

AB log(U/ml) = log(U/ml) = log(U/ml) =
(n=81) -0,0030.Age+0,4081 -0,0028.Age+0,4737  -0,0025.Age+2,1037
(r=-0,38 ; p<10”)  (r=-0,37 ; p<107) (r=-0,45 ; p<10)
B log(U/ml) = log(U/ml) = log(U/ml) =
(n=25) -0,0050.Age+0,5067 -0,0010.Age+0,3125  -0,0021.Age+2,0686

(r=-0,46 ; p<0,05)  (r=-0,14 ; N.S.)

(r=-0,33 ; N.S.)
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[ableau IV : Activité arylestérase sérique en fonction de différents facteurs : Sexe, Age,
Insuffisance rénale non terminale (IR), Hémodialyse (HD), Dialyse péritonéale (DP),
Transplantation rénale (TR), calculée selon le modéle:

log (U/ml) = a, + a;.Sexe + a, .Age + a3 IR + a, . HD + a;.DP +a;. TR + b;.Age.IR +
by Age.HD + bs. Age.DP + bg.Age. TR

(seuls les coefficients de régression significatifs au risque 10% ou moins ont été conservés lors du calcul et
apparaissent donc dans le tableau)

Coef. Facteur 4-nitrophénylacétate Paraoxon  Phénylacétate
a, 0,3903 -0,5766 2,0856
(p<10”) (p<10™) (p<10™)
a, Age -0,0033 -0,0040 -0,0022
(p<10*) (<10 (p<10")
a, IR -0,0621
(p<0,05)
a, HD -0,4490 -0,3720 -0,1027
(p<10™ (p<0,01) (p<10™)
as DP -0,1698 -0,1678
(p<10™ (p<0,05)
b, Age.HD 0,0043 0,0043
(p<107) (@<0,1)

r 0,57 0,32 0,47
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Tableau V : Droites de régression de I’activité arylestérase sérique en fonction de I’age
chez les sujets témoins, les malades ayant une insuffisance rénale chronique non
terminale (IR), les malades hémodialysés (HD), les malades traités par dialyse

péritonéale (DP) et les malades transplantés rénaux (TR).
Les valeurs suivantes ont été calculées a partir des valeurs du tableau I'V.

(La droite de régression n’est pas mentionnée lorsqu’elle ne différe pas significativement de

celle des témoins)

Sujets 4-nitrophénylacétate Paraoxon Phénylacétate
Témoins log(U/ml) = log(U/ml) = log(U/ml) =

0,3903 - 0,0033.Age -0,5766 - 0,0040.Age  2,0856 - 0,0022.Age

IR log(U/ml) =
0,3282 - 0,0033.Age

HD log(U/ml) = log(U/ml) = log(U/ml) =
-0,0059 +0,0010.Age  -0,9486 +0,0003.Age  1,9829 - 0,0022.Age

DP log(U/ml) = log(U/ml) =

0,2205 - 0,0033.Age

-0,7444 - 0,0040.Age
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Résumé : L’arylestérase ou paraoxonase est une estérase ayant une action protectrice

contre I’intoxication par les composés organo-phosphorés comme le parathion. Son substrat
physiologique est inconnu, mais récemment il a ¢té mis en €vidence un lien étroit entre cette
enzyme et certaines sous-classes de lipoprotéiﬂes de haute densité et un réle protecteﬁr de
arylestérase contre 1’athéromatose, par I'intermédiaire d’un effet antioxydant qu’elle
exercerait en relation avec les HDL, a été suggéré.

L’activité de I’arylestérase se Vrépartit au sein de la population caucasienne en deux
groupes génétiquement définis par ’expression de deux alleles du chromosome 8. Cette
activité s’est révélée abaissée dans des populations atteintes de maladies du métabolisme
lipidique. Dans un travail antérieur, nous avons remarqué qu’il existait une diminution de
I’activité arylestérase avec 1’age.

Compte tenu de la prévalence de la maladie cardio-vasculaire chez I’insuffisant rénal
chronique, ce travail a consisté & mesurer cette activité enzymati};ue par spectrophotométrie,
a ’aide de trois esters de synthése, le phénylacétate, le paraoxon ( diéthyl-4-nitrophényl-
phosphate ) et le 4-nitrophénylacétate, dans le sérum de 195 sujets de référence (120 femmes,
75 hommes, dge moyen: 50,5 + 24,5 ans, ages extrémes: 17 a 105 ans), 47 insuffisants
rénaux chroniques non dialysés (20 femmes, 27 hommes, dge moyen : 62,5 + 17,5 ans, 4ges
extrémes : 17 a 86 ans), de 104 hémodialysés (40 femmes, 64 hommes, d4ge moyen : 58,5 + 15
ins, ages extrémes : 20 a 83 ans), de 22 dialysés péritonéaux (10 femmes, 12 hommes, 4ge
moyen : 63 * 18,5 ans, dges extrémes 23 & 85 ans) et chez 132 patients transplantés rénaux
(62 ferhmes, 70 hommes, 4ge moyen : 46.5 £ 12 ans, dges extrémes : 16 a 68 ans). L’activité
arylestérase est effondrée dans la population hémodialysée ( p < 10™* ) et en dialyse
péritonéale ( p < 10 ) et est abaissée de fagon significative chez les patients insuffisants
rénaux chroniques non dialysés ( p < 0,05). Les patients transplantés ont une activité
arylestérase comparable a celle des sujets de référence .

La diminution de I’activité de 1’arylestérase et donc la perte de son rdle protecteur
contre 1’athérosclérose pourrait constituer un facteur important des troubles du métabolisme
lipidique et du vieillissement vasculaire prématuré de I’'insuffisant rénal chronique, en
particulier lorsqu’il est traité par une méthode substitutive de dialyse. La transplantation
rénale semble restaurer cette activité enzymatique.

mots clés: paraoxonase, arylestérase, athérosclérose, insuffisance rénale chronique,
transplantation.




