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INTRODUCTION

Alexis Desmouliére
et Beafriz Tuchweber

a fibrose hépatique est la principale complication de nombreuses

maladies chroniques du foie comme les hépatites virales

(particulierement B et C) ou la maladie alcoolique du foie. Elle est
définie comme ['accumulation d'un exceés de composants de la matrice
extracellulaire hépatique. La lésion peut étre présente pendant des mois
ou des années avant d’entrainer des manifestations cliniques qui permet-
tent de la déceler ; cependant, dans des maladies congénitales, comme
Iatrésie des voies biliaires ou les cholestases familiales chez I'enfant, la
fibrose peut se développer tres rapidement. Son stade évolutif ultime est
la cirrhose, qui se caractérise par des nodules de régénération encapsulés
dans des septa fibreux. Il est habituellement admis que la fibrose peut ré-
gresser tandis que la cirrhose serait irréversible ; cependant, il semblerait
que certains traitements puissent également induire la réversibilité de la
cirrhose (Bioulac-Sage et autres, 2000 ; Arthur, 2002). La cirrhose est une
maladie grave (morbidité et mortalité importantes), et la prévention de la
progression de la fibrose vers la cirrhose est un objectif majeur qui n’est
que partiellement atteint par les traitements étiologiques des maladies
causales. En effet, c’est au stade de fibrose qu'il faut agir pour stopper ou
ralentir le dépot de matrice extracellulaire qui peut conduire a "appari-
tion d'une cirrhose grave et irréversible. En cas de cirrhose sévere, la
transplantation peut étre la seule option disponible. De plus, la gravité
de la cirrhose est en grande partie liée a la survenue trés fréquente de
carcinomes hépatocellulaires.

Le dépodt de la fibrose hépatique est lié a I'activité de cellules
fibrogéniques, les myofibroblastes hépatiques. L'acquisition d’un phéno-
type myofibroblastique par les cellules fibrogéniques est un évenement
majeur de la fibrogenese. Les myofibroblastes dérivent de I'activation
de cellules fibrogéniques précurseurs présentes dans le foie normal ;
les mieux étudiées sont les cellules étoilées du foie, qui sont caractéri-
sées par leur localisation périsinusoidale (Friedman, 2000). Récem-
ment, le concept d'hétérogénéité des cellules fibrogéniques dans le foie
a été proposé, montrant que les fibroblastes portaux présents dans les
zones portes jouent également un role important dans la fibrogenese




hépatique (Ramadori et Saile, 2004 ; Tuchweber et autres, 1996). Pen-
dant la fibrogenese, les interactions entre les cellules fibrogéniques et
la matrice extracellulaire jouent un réle majeur dans la mesure ot il est
maintenant bien admis que la matrice extracellulaire intervient dans la
prolifération, la différenciation et la survie cellulaires. Pendant la
fibrogenese, les protéases matricielles capables de digérer la matrice
extracellulaire sont partiellement inhibées. De plus, les autres types
cellulaires présents dans le foie, notamment les hépatocytes, les cellu-
les de Kupffer et les cellules épithéliales biliaires, en sécrétant de nom-
breux facteurs de croissance et cytokines, agissent sur l'activation des
cellules fibrogéniques.

Les progres réalisés récemment dans la connaissance de la biolo-
gie des cellules fibrogéniques permettent de définir des stratégies théra-
peutiques précises et spécifiques, notamment : 1) « désactiver » les cellu-
les myofibroblastiques en inhibant leur prolifération ou la synthese de
protéines matricielles, ou les deux ; 2) stimuler l'expression ou l'activité
des métalloprotéases matricielles, ou les deux ; 3) inhiber directement les
cytokines profibrogéniques majeures, comme le transforming growth fac-
tor-f1 ; 4) induire l'apoptose des cellules profibrogéniques.

Finalement, la fibrose hépatique représente une réaction de répa-
ration tissulaire qui se développe a la suite de dommages chroniques
dont les origines peuvent étre variées. Nous consacrons la premiére par-
tie du présent ouvrage a I'exposé de données fondamentales concernant
les mécanismes généraux impliqués dans la réparation tissulaire normale
et pathologique. Nous abordons plus particulierement les cellules fibro-
géniques présentes dans le foie, et les mécanismes impliqués dans I'acti-
vation de ces cellules et dans I'acquisition d"un phénotype myofibroblas-
tique. Puis, nous donnons un éclairage nouveau sur le réle trés particu-
lier que jouent les cellules épithéliales biliaires dans la physiopathologie
hépatique. Dans la deuxiéme partie, plus clinique, nous abordons les pa-
thologies fibrosantes, particulierement graves chez les enfants. Enfin,
dans le dernier chapitre, nous décrivons les différents moyens thérapeu-
tiques actuellement proposés pour traiter la fibrose hépatique et discu-
tons les nouvelles perspectives.
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ASPECTS FONDAMENTAUX

REPARATION TISSULAIRE
NORMALE ET PATHOLOGIQUE

Kozue Uchio,
Beatriz Tuchweber,
Dionne Lorena
et Alexis Desmouliere

Titre courant
Cicatrisation normale ou excessive

Mots clés

Tissu de granulation, fibroblaste,
myofibroblaste, apoptose, matrice
extracellulaire, protéase

Resume

ans différentes situations normales (réparation tissulaire) ou pa-

thologiques (fibrose et réaction stromale aux tumeurs), les fibro-

blastes du tissu conjonctif acquierent un phénotype myofibro-
blastique et expriment des protéines du cytosquelette caractéristiques,
notamment l'actine a-musculaire lisse. Les myofibroblastes apparaissent
de facon temporaire pendant la cicatrisation normale, mais persistent
lorsque la réparation tissulaire devient pathologique. Les myofibroblas-
tes représentent le principal type cellulaire présent dans le tissu de gra-
nulation qui se développe aprés la phase d'inflammation et qui contient
également quelques cellules inflammatoires et une néo-vascularisation
importante. Ce tissu permet de remplacer le tissu nécrotique induit par
la lésion tissulaire ; il doit étre par la suite remanié pour donner une cica-
trice qui ne devra pas diminuer les propriétés fonctionnelles du tissu.
Ces étapes nécessaires pour la réparation tissulaire représentent un mé-
canisme général qui peut se trouver dans tout organe a la suite d'une
agression provoquant une lésion tissulaire.

In vitro et in vivo, d’autres chercheurs et nous-mémes avons
montré que certains facteurs de croissance et cytokines (notamment les
interférons, le transforming growth factor-f1, le granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor), des substances extraites des plantes (le




trans-resvératrol) ou des agents pharmacologiques (la pentoxifylline)
sont capables de moduler la différenciation myofibroblastique.

Au niveau de la peau, des processus fibrotiques de cicatrisation
excessive, les cicatrices hypertrophiques, peuvent étre observés. Les cica-
trices hypertrophiques contiennent des myofibroblastes et développent
des zones de rétractions. Les myofibroblastes sécréetent d’importantes
quantités de matrice extracellulaire (Amadeu et autres, 2004). Lorsque la
cicatrisation est terminée, le maintien des cellules myofibroblastiques
qui, normalement, disparaissent apres I'épithélialisation, est un élément
défavorable qui conduira vraisemblablement au développement d'une
cicatrice hypertrophique. De plus, des observations permettent de pen-
ser que des contraintes mécaniques modifient la biologie des fibroblas-
tes et des myofibroblastes. Des facteurs solubles ou mécaniques peuvent
donc agir sur I'évolution du tissu de granulation et interférer avec le dé-
veloppement des cicatrices hypertrophiques cutanées ou des fibroses
d’organe.

Le remodelage du tissu de granulation ou la régression d'une lé-
sion fibreuse implique donc : 1) une diminution de la cellularité, qui peut
étre réalisée par induction du processus d'apoptose, 2) un remodelage de
la matrice extracellulaire. En effet, une modification de I'environnement
matriciel de la cellule peut induire sa différenciation ou son apoptose.
Tous ces éléments doivent étre pris en considération dans 1'élaboration
de traitements capables de réduire les lésions fibreuses.

|) Infroduction

Il est intéressant de remarquer que les mécanismes de réparation
tissulaire sont différents selon le type de tissu lésé et selon les capacités
de prolifération des cellules impliquées (Tuchweber et autres, 1998). En
effet, certaines cellules qui possedent une phase Gy courte (cellules dites
labiles) peuvent se multiplier normalement pour remplacer les cellules
qui sont continuellement perdues par l'organisme. Les cellules basales
des épithéliums et les cellules souches hématopoiétiques de la moelle ap-
partiennent a cette catégorie, et les tissus qui contiennent ces cellules
peuvent régénérer sans difficultés. D'autres cellules qui possedent une
phase Gy longue ont une demi-vie importante et un taux de division peu
rapide (cellules dites stables). Les cellules parenchymateuses de la plu-
part des organes solides (les hépatocytes du foie, I'épithélium tubulaire
dans les reins, les cellules alvéolaires dans les poumons, par exemple)
et les cellules mésenchymateuses (fibroblastes, cellules endothéliales,
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adipocytes, notamment) appartiennent a cette catégorie. Dans les orga-
nes contenant ce type cellulaire, pour obtenir une réparation adéquate,
suffisamment de cellules viables doivent persister afin de remplacer le
tissu lésé. Bien que ces cellules se renouvellent trés lentement, elles peu-
vent se diviser rapidement si nécessaire. Le foie, avec des hépatocytes
présentant normalement moins d"une mitose pour 15 000 cellules, régé-
nere totalement apres la perte de 75 p. 100 de sa masse. Apres lésion ai-
gué du foie, une zone de nécrose des hépatocytes se développe, mais les
capacités de régénération des hépatocytes permettent une restauration
de l'architecture hépatique. Enfin, les cellules dites post-mitotiques de fa-
con irréversible (ou cellules permanentes) n'ont pas de capacité de divi-
sion apres la naissance : on peut citer les cellules nerveuses (bien que des
cellules en mitose aient été observées récemment dans du tissu nerveux
chez l'adulte), et les cellules des muscles squelettiques et cardiaques.
Dans la plupart des organes, quand la lésion tissulaire nest pas chroni-
que, et quand la perte tissulaire n'a pas détruit une proportion trop im-
portante de cellules spécialisées, une cicatrice stable qui ne compromet
pas la fonction de I'organe demeure apres la réparation tissulaire. Au
contraire, quand les facteurs induisant la lésion persistent, une fibrose se
développe (figure 1).

l) La réparation tissulaire normale

A) Le myofibroblaste et son implication pendant la cicatrisation

Au cours du processus de cicatrisation, apreés une phase d'in-
flammation, le tissu de granulation se développe. Ce tissu contient essen-
tiellement des myofibroblastes qui présentent, d'une part, d'importantes
propriétés contractiles générées par les microfilaments d’actine, et
d'autre part, une forte activité de synthése qui permet une sécrétion
élevée des composants de la matrice extracellulaire (Desmouliére et
Gabbiani, 1996). En effet, alors que les fibroblastes possedent un réticu-
lum endoplasmique rugueux bien développé avec des citernes dilatées
et un noyau ovale, les fibroblastes impliqués dans les processus de répa-
ration tissulaire montrent également un réticulum endoplasmique
rugueux abondant, mais expriment en plus des faisceaux de microfi-
laments d'actine avec des corps denses, similaires aux structures obser-
vées dans les cellules musculaires lisses contractiles de la paroi vascu-
laire. Ces caractéristiques suggerent que ces fibroblastes particuliers,
appelés myofibroblastes, sont responsables des forces provoquant la
contraction des plaies (Gabbiani et autres, 1971). De plus, les myofibro-
blastes montrent un noyau au contour sinueux, caractéristique liée dans
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Différents mécanismes intervenant dans la réparation tissulaire selon le tissu lésé et le type de
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différents modeles a la contraction (Franke et Schinko, 1969) ; ils posse-
dent des connections entre eux et développent des liaisons particuliéres
avec certains composants de la matrice extracellulaire, notamment la fi-
bronectine (Singer et autres, 1984 ; Eyden, 2001). Les myofibroblastes
présentent et maintiennent un phénotype intermédiaire entre la cellule
musculaire et la non musculaire (Walker et autres, 2001).

Pour caractériser la transformation phénotypique du fibroblaste
en myofibroblaste, les protéines du cytosquelette, qui jouent un réle im-
portant dans les mécanismes de contraction, constituent d'excellents
marqueurs. Les fibroblastes expriment les isoformes d'actine - et y-
cytoplasmiques et la vimentine. Différents phénotypes myofibroblasti-
ques ont été décrits qui peuvent exprimer en plus des actines cytoplas-
miques et de la vimentine, l'actine a-musculaire lisse ou la desmine, ou
encore, les chaines lourdes de la myosine musculaire lisse, ou les deux
ou trois (Desmouliere et Gabbiani, 1996). Cependant, l'actine «-
musculaire lisse, qui est l'isoforme caractéristique des cellules musculai-
res lisses contractiles de la paroi vasculaire (Gabbiani et autres, 1981), est
exprimée par pratiquement toutes les populations myofibroblastiques
observées in vivo. Outre la cicatrisation au cours de laquelle la différen-
ciation myofibroblastique est temporaire (Darby et autres, 1990), il existe
des situations pathologiques ot le myofibroblaste représente la princi-
pale composante cellulaire : 1) les cicatrices hypertrophiques et les fibro-
ses d'organe, 2) les fibromatoses (maladie de Dupuytren et scléroderme)
et 3) la réaction stromale aux tumeurs épithéliales (Schiirch et autres,
1992 ; Schmitt-Graff et autres, 1994 ; Desmouliere et Gabbiani, 1996 ; Des-
mouliere et autres, 2004).

B) La différenciation myofibroblastique in vifro

In vitro, les fibroblastes isolés a partir de tissu sain acquierent
différentes caractéristiques myofibroblastiques ; en particulier, ils dévelop-
pent un systéme de microfilaments organisés en fibres de stress et expri-
ment, dans différentes proportions selon leur origine et selon les condi-
tions de culture, I'actine a-musculaire lisse (figure 2a ; Desmouliere et
autres, 1992). Dans certaines situations, la desmine et les chaines lourdes de
la myosine musculaire lisse peuvent étre également présentes. Ces obser-
vations démontrent I'hétérogénéité des fibroblastes et des myofibroblastes :
les protéines du cytosquelette permettent de mettre en évidence dans
une population apparemment homogene plusieurs sous-populations fi-
broblastiques qui vraisemblablement possedent des propriétés particu-
lieres et qui peuvent évoluer dans des directions différentes (quiescence,




Expression de I'actine a-musculaire lisse dans des myofibroblastes de derme en culture.
Expression de I'actine a-musculaire lisse dans les nodules d’une cicatrice hypertrophiques
(fleche) ; les cellules musculaires lisses présentes dans les parois vasculaires expriment

également "actine a-musculaire lisse

Brides observées lorsque les cicatrices hypertrophiques contenant des myofibroblastes
exercent une rétraction importante dans des localisations sensibles telles que les plis de
flection (image gracieusement fournie par le Dr Castede, Service des grands briilés, Hopital
Pellegrin, C.H.U. Bordeaux).
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prolifération, mort) selon les messages qui leur parviennent. L'utilisation
de cultures tridimensionnelles en gel de collagéne permet de mimer un
tissu conjonctif normal (tel que le derme) ou un tissu de granulation
(Grinnell, 1994) et d’étudier le comportement des fibroblastes ou myofi-
broblastes dans cet environnement (Vaughan et autres, 2000).

C) Facteurs modulant la différenciation myofibroblastique

Les facteurs modulant la formation du tissu de granulation et le
développement des myofibroblastes commencent a étre bien caractérisés
(Desmouliére et Gabbiani, 1997). Différentes cytokines ou facteurs de
croissance, des agents pharmacologiques également, ont été précisément
étudiés pour leur role dans la cicatrisation (Robson, 1997). Parmi les cy-
tokines ou facteurs de croissance, certains agissent spécifiquement sur la
différenciation myofibroblastique. En particulier, le transforming growth
factor-f 1 (TGF-B1) est un trés puissant inducteur de la transformation
myofibroblastique (Desmouliére et autres, 1993) et favorise la déposition
de quantités trés importantes de matrice extracellulaire. Le granulocyte
macrophage-colony stimulating factor, en provoquant la prolifération des
macrophages et la differenciation myofibroblastique (Rubbia-Brandt et
autres, 1991 ; Vyalov et autres, 1993) permet également le développe-
ment du tissu de granulation ; son utilisation pour traiter les plaies chro-
niques peut étre envisagée. L'endothéline agit aussi positivement sur la
différenciation myofibroblastique (Appleton et autres, 1992) et, récem-
ment, il a été montré que les interleukines 4 et 13 induisaient le phéno-
type myofibroblastique (Hashimoto et autres, 2001). Au contraire, I'inter-
féron-y semble diminuer la formation du tissu de granulation et possede
donc des propriétés antifibrosantes intéressantes ; les cicatrices hypertro-
phiques traitées avec l'interféron-y régressent de facon significative
(Pittet et autres, 1994). Nous verrons plus loin (texte de Mavier) que cer-
tains de ces facteurs sont également actifs sur les myofibroblastes ren-
contrés dans les pathologies hépatiques, notamment le trans-resvératrol
(Godichaud et autres, 2000) et la pentoxifylline (Desmouliere et autres,
1999). La matrice extracellulaire joue aussit un réle majeur dans la modu-
lation du phénotype myofibroblastique (Kato et autres, 2001).

D) Remodelage du fissu de granulation et formation de la
cicatrice

Le tissu de granulation, dans des conditions normales de cica-
trisation, disparait aprés migration des kératinocytes et reconstruc-
tion de l'épiderme, lorsque la plaie est fermée. Une partie de la matrice
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extracellulaire est digérée par des protéases ou est phagocytée par des
cellules fibroblastiques (de Freitas et autres, 1992). Cependant, la sécré-
tion de la matrice extracellulaire n'est pas totalement interrompue ; la
quantité déposée est réduite et les composants synthétisés sont peu a
peu modifiés. Progressivement, le collagéne de type Il majoritaire dans
le tissu de granulation est remplacé par le collagene de type I, principal
composant matriciel présent dans le derme ; quant a l'élastine, dont le
role est essentiel pour conférer a la peau sa souplesse, elle ne sera ré-
exprimée que tres tardivement, ceci expliquant la rigidité du tissu cicatri-
ciel (Williams, 1970).

Apreés la ré-épithélialisation, une réduction importante de la cel-
lularité est observée : les cellules du tissu de granulation, fibroblastes,
myofibroblastes et cellules vasculaires (cellules musculaires lisses, péri-
cytes et cellules endothéliales) meurent par apoptose (Desmouliere et
autres, 1995). L’apoptose est un mécanisme généralement physiologi-
que de suicide cellulaire — contrairement a la nécrose, qui se déve-
loppe lors de processus pathologiques. Parmi les modifications impor-
tantes présentes dans les cellules apoptotiques, la coupure de I'ADN
entre les oligonucléosomes donnant des fragments d’environ 180 pb est
la plus caractéristique ; sur le plan morphologique, on observe une
condensation de la chromatine le long de la membrane nucléaire. Il est
important de préciser qu'au cours du processus d'apoptose, des frag-
ments cellulaires (les corps apoptotiques) limités par une membrane in-
tacte se forment et sont phagocytés par les cellules voisines en absence
de réaction inflammatoire.

Les facteurs qui participent a la régulation (positive ou négative)
de I'apoptose ne sont pas encore totalement connus. La perte de contact
avec la matrice extracellulaire peut déclencher le processus d'apoptose
(Meredith et autres, 1993) ; on peut suggérer que lors du remodelage du
tissu de granulation, les modifications de la matrice extracellulaire parti-
cipent a l'induction de l'apoptose. Dans le modéle de cicatrisation que
nous avons utilisé, la fermeture de la plaie est progressive et apparait en-
viron 20 jours apres le début du processus de cicatrisation, lorsque 1'épi-
derme recouvre le tissu de granulation (Desmouliére et autres, 1995).
Dans ce cas, I'apoptose permet la disparition progressive des cellules et
ce processus relativement lent rend difficile I'étude des facteurs impli-
queés. Lorsque le tissu de granulation était recouvert par un lambeau de
peau totale, nous avons observé sa disparition aprés environ 72 heures
(Garbin et autres, 1996) ; dans cette situation, I'apoptose est massive et
les mécanismes mis en jeu peuvent étre alors plus facilement étudiés.
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Une meilleure connaissance des facteurs qui participent a la régulation
du processus d'apoptose intervenant lors du remodelage du tissu de gra-
nulation, représente un défi important ; en effet, il est probable que ce
processus soit inhibé dans les situations pathologiques de cicatrisation
excessive.

Il La cicatrisation foetale

L'observation des processus de cicatrisation au cours de la gesta-
tion a montré que durant les premiers stades de la vie intra-utérine, la
réparation tissulaire est excellente avec une régénération parfaite du tissu
cutané ; dans ce cas, la transformation myofibroblastique n'est pas obser-
vée (Estes et autres, 1994) et la matrice extracellulaire présente est extré-
mement malléable, composée essentiellement d'acide hyaluronique
(Adzick et autres, 1994). L'étude détaillée des processus alors mis en jeu
pourrait vraisemblablement fournir des informations précieuses pour
améliorer la qualité de la cicatrisation chez 'adulte. Les plaies difficiles
a cicatriser sont observées surtout chez les personnes agées alors que
le développement des cicatrices hypertrophiques est particuliéerement
redouté chez le sujet jeune. Ces observations doivent étre corrélées a
l'activité des fibroblastes du derme, qui participent a la formation du
tissu de granulation et dont les capacités de prolifération diminuent avec
l'age (Bayreuther et autres, 1992).

IV) La réparation tissulaire excessive

Si le tissu de granulation n’est pas remanié et continue a se déve-
lopper, on observe la formation d’une cicatrisation excessive, cicatrice
hypertrophique ou cicatrice chéloide. Les caractéristiques histologiques
de ces deux pathologies sont fondamentalement différentes, les cicatrices
hypertrophiques contenant des myofibroblastes, contrairement aux cica-
trices chéloides qui n’en contiennent pas et ne développent donc pas de
rétraction (figure 2b et 2¢ ; Ehrlich et autres, 1994). De plus, les cicatrices
hypertrophiques contiennent des fibres de collagene fines habituelle-
ment organisées en nodules (figure 2b) alors que les cicatrices chéloides
présentent des fibres de collagéne généralement trés épaisses. Dans ces
deux types de lésions, on peut penser que le processus normal de rema-
niement du tissu de granulation ne peut pas s’effectuer. Soit des facteurs
de croissance sont anormalement sécrétés, soit des substances induisant
I'apoptose ou le remodelage de la matrice extracellulaire sont absentes.
Au cours de la guérison des plaies, notamment apres une brilure, la
cicatrice hypertrophique se développe a la suite de la cicatrisation. A ce




stade, les cellules myofibroblastiques doivent disparaitre. Nous avons
observé que le maintien des cellules myofibroblastiques apres la cicatri-
sation est un élément défavorable qui vraisemblablement conduira au
développement d’une cicatrice hypertrophique (Costa et autres, 1997).
Des études préliminaires ont montré que, dans certaines situations pa-
thologiques (cicatrisations excessives), les myofibroblastes présentent
une mutation du géne p53 inhibant vraisemblablement 1'apoptose (Ladin
et autres, 1998). Récemment, nous avons trouvé que, dans certaines tu-
meurs, les myofibroblastes présentent des caractéristiques de cellules tu-
morales, en particulier une mutation du géne p53, suggérant une partici-
pation active de ces cellules dans la formation de la tumeur (Boivin-
Angele et autres, 2000). De plus, des observations permettent de penser
que des contraintes mécaniques modifient la biologie des fibroblastes et
des myofibroblastes (Costa et autres, 1999). Dans une cicatrice hypertro-
phique, la pression induit un remaniement tres important de la matrice
extracellulaire, une réorganisation de la jonction dermo-épidermique et
I'apoptose des myofibroblastes. Les mécanismes précis impliqués dans
le processus d’apoptose doivent donc étre recherchés (Desmouliére et
autres, 1997) ; dans le modéle expérimental décrit plus haut (Garbin et
autres, 1996) et permettant d'observer une apoptose massive et rapide
des cellules du tissu de granulation, les modifications de la matrice extra-
cellulaire semblent étre un facteur important dans l'induction du proces-
sus d’apoptose (Darby et autres, 1997, 2001). Nous observons une modi-
fication trés rapide de I'expression du TGF-f1, qui est diminuée, et des
protéases MMP-1 (matrix metalloproteinase) et MMP-2 impliquées dans
la dégradation de la matrice, dont I'expression est augmentée ; |'expres-
sion de l'inhibiteur tissulaire des métalloprotéases de type 1 est égale-
ment diminuée. In vitro, il a été récemment montré que I’organisation de
la matrice collagénique pouvait agir sur l'apoptose des fibroblastes
(Fluck et autres, 1998). Il est aussi trés important de retenir qu'il existe
vraisemblablement plusieurs types de cicatrices hypertrophiques en
fonction de la localisation, du facteur ayant provoqué la lésion, de la du-
rée de la cicatrisation, etc. De plus, une cicatrice hypertrophique évolue
dans le temps (Stella et autres, 1998) et lorsque des études histologiques
sont réalisées apres biopsie, il est nécessaire de bien caractériser le
stade d’évolution de la cicatrice. Bien str, la rééducation, en proposant
selon différents criteres (gravité de la bralure, localisation, lésions asso-
ciées, stade évolutif et état fonctionnel du patient) une immobilisation et
une compression précoces, joue un role prépondérant pour éviter I'évo-
lution d"une cicatrice vers la rétraction et 'hypertrophie. Toutes ces don-
nées (Costa et Desmouliere, 1998 ; Tuan et Nichter, 1998) doivent étre
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prises en considération pour rechercher des traitements agissant spécifi-
quement sur les cellules impliquées dans le développement des cicatrices
hypertrophiques et sur leur capacité contractile a 1'origine des rétrac-
tions. Ces études concernant la cicatrisation cutanée normale et pathologi-
que peuvent fournir des éléments intéressants pour mieux appréhender
les mécanismes conduisant au développement des fibroses d’organe,
notamment.

V) Conclusion

Au cours du processus de cicatrisation, a la suite d'une phase
d'inflammation, le tissu de granulation se développe puis disparait,
apres réépithélialisation, par apoptose des cellules qui le composent et
remodelage de la matrice extracellulaire. Schématiquement, lorsque le
processus d’inflammation ne permet pas le développement du tissu de
granulation, la plaie peut devenir chronique. Au contraire, lorsque le tis-
su de granulation continue a se développer, malgré la réépithélialisation,
on observe alors l'apparition d'une cicatrice hypertrophique. Dans ces
processus, les myofibroblastes exprimant 1’actine a-musculaire lisse, qui
leur confére d'importantes propriétés contractiles (Hinz et autres, 2001a
et 2001b), joue un role tres important (Tomasek et autres, 2002). Récem-
ment, il a été montré qu'il était possible d"agir sur les propriétés contrac-
tiles des myofibroblastes en agissant sur I'actine a-musculaire lisse (Hinz
et autres, 2002) ; cela ouvre des perspectives thérapeutiques tres intéres-
santes dans les pathologies fibrosantes. La découverte des facteurs de
croissance laissait entrevoir la mise en place de thérapeutiques efficaces
pour le traitement des plaies chroniques. Cependant, en I"absence d'une
analyse globale des différents mécanismes impliqués dans la cicatrisa-
tion, I'utilisation de ces facteurs de croissance s’est révélée décevante. En
effet, il faut tenir compte aussi de la matrice extracellulaire, des protéases
et de leurs inhibiteurs, de 1'environnement mécanique. Enfin, les données
fondamentales de plus en plus complexes ne pourront étre correctement
utilisées si 1'analyse clinique des plaies et de la cicatrisation n’est pas
faite suivant des criteres stricts.

Remerciements

Ce travail a été appuyé en partie par la Région Aquitaine, le
Conseil de recherches médicales du Canada et le CRSNG (Canada).
Kozue Uchio est boursiere de la Société japonaise pour la promotion des
sciences et Dionne Lorena bénéficie d"un financement CAPES (Brésil).




Références bibliographiques

Adzick, N.S. et H.P. Lorenz. « Cells, matrix, growth factors, and the surgeon. The
biology of scarless fetal wound repair », Ann. Surg., 1994, n° 220, p. 10-18.

Amadeu, T.P.,, AS. Braune, L.C. Porto, A. Desmouliére et A.M.A. Costa.
« Fibrillin-1 and elastin are differently expressed in hypertrophic scars
and keloids », Wound Rep. Reg., 2004, sous presse.

Appleton, 1., A. Tomlinson, C.L. Chander et D.A. Willoughby. « Effect of endothe-
lin-1 on croton oil-induced granulation tissue in the rat. A pharmacologic
and immunohistochemical study », Lab. Invest., 1992, n° 67, p. 703-710.

Bayreuther, K., P.I. Francz, ]. Gogol et K. Kontermann, « Terminal differentia-
tion, aging, apoptosis, and spontaneous transformation in fibroblast
stem cell systems in vivo and in vitro », Ann. N. Y. Acad. Sci., 1992,
n° 663, p. 167-179.

Boivin-Angele, S., S. Pedron, S. Bertrand, A. Desmouliére, G. Martel-Planche, L.
Lefrancois, B. Bancel, C. Trepo et M.J. Marion. « Establishment and cha-
racterization of a spontaneously immortalized myofibroblast cell line
derived from a human liver angiosarcoma », |. Hepatol.,, 2000, n° 33,
p. 290-300.

Costa, AM.A,, ].P. Comparin, E. Mahjoub, E. Dantzer, ]. Latarjet, ].L. Foyatier, G.
Gabbiani et A. Desmouliére. « Scarring in post-burn lesions », Wound
Rep. Reg., 1997, n° 5, p. A109.

Costa, A M.A et A. Desmouliére. « Mechanisms and factors involved in develop-
ment of hypertrophic scars », Eur. |. Plast. Surg., 1998, n° 21, p. 19-23.

Costa, A M., S. Peyrol, L.C. Porto, ].P. Comparin, ].L. Foyatier et A. Desmouliére.
« Mechanical forces induce scar remodeling, Study in non-pressure-
treated versus pressure-treated hypertrophic scars », Am. J. Pathol., 1999,
n° 155, p. 1671-1679.

Darby, L, O. Skalli et G. Gabbiani. « Alpha-smooth muscle actin is transiently ex-
pressed by myofibroblasts during experimental wound healing », Lab.
Invest., 1990, n° 63, p. 21-29.

Darby, L, T. Bisucci, B. Pittet, S. Garbin, G. Gabbiani et A. Desmouliere. « Cove-
ring by a skin flap induces rapid disappearance of granulation tissue
with altered growth factor, matrix and protease mRNA expression »,
Wound Rep. Reg., 1997, n° 5, p. A271.

Darby, 1., T. Bisucci, B. Pittet, S. Garbin, G. Gabbiani et A. Desmouliére. « Appli-
cation of a skin flap induced apoptosis in granulation tissue, reduced
growth factor and increased matrix metalloproteinases gene expres-
sion », J. Pathol., 2002, n° 197, p. 117-127.

De Freitas, L.A., J.A. Grimaud, M. Chevallier et Z.A. Andrade. « Morphological
aspects of early and late collagen degradation in granulation tissue »,
Exp. Toxicol. pathol., 1992, n° 44, p. 128-133.




Aspects fondamentaux 19

De Freitas, L.A,, ].A. Grimaud, M. Chevallier et Z.A. Andrade. « Morphological
aspects of early and late collagen degradation in granulation tissue »,
Exp. Toxicol. pathol., 1992, n° 44, p. 128-133.

Desmouliere, A., G. Xu, A.M. Costa, LM. Yousef, G. Gabbiani et B. Tuchweber.
« Effect of pentoxifylline on early proliferation and phenotypic modula-
tion of fibrogenic cells in two rat models of liver fibrosis and on cultu-
red hepatic stellate cells », ]. Hepatol., 1999, n° 30, p. 621-631.

Desmouliére, A., L, Rubbia-Brandt, A. Abdiu, T. Walz, A. Macieira-Coelho et G.
Gabbiani. « Alpha-smooth muscle actin is expressed in a subpopulation
of cultured and cloned fibroblasts and is modulated by gamma-
interferon », Exp. Cell. Res., 1992, n° 201, p. 64-73.

Desmouliere, A., A. Geinoz, F. Gabbiani et G. Gabbiani. « Transforming growth
factor-beta 1 induces alpha-smooth muscle actin expression in granula-
tion tissue myofibroblasts and in quiescent and growing cultured fibro-
blasts », |. Cell. Biol., 1993, n® 122, p. 103-111.

Desmouliere, A. et G. Gabbiani. « Modulation of fibroblastic cytoskeletal featu-
res during pathological situations : the role of extracellular matrix and
cytokines », Cell. Motil. Cytoskeleton, 1994, n® 29, p. 195-203.

Desmouliere, A, M. Redard, 1. Darby et G. Gabbiani. « Apoptosis mediates the
decrease in cellularity during the transition between granulation tissue
and scar », Am. |. Pathol., 1995, n° 146, p. 56-66.

Desmouliere, A, et G. Gabbiani. « The role of myofibroblast in wound healing
and fibrocontractive diseases », dans The Molecular and Cellular Biology of
Wound Repair, 2¢ éd., Clark RAF, éditeur, New York, Plenum Press,
1996, p. 91-423.

Desmouliere, A., I. Darby, A.M. Costa, M. Raccurt, B. Tuchweber, P. Sommer, G.
Gabbiani. « Extracellular matrix deposition, lysyl oxidase expression,
and myofibroblastic differentiation during the initial stages of cholesta-
tic fibrosis in the rat », Lab. Invest., 1997, n° 76, p. 765-78.

Desmouliere, A., C. Badid, M.L. Bochaton-Piallat et G. Gabbiani. « Apoptosis du-
ring wound healing, fibrocontractive diseases and vascular wall inju-
ry », Int. |. Biochem. Cell. Biol., 1997, nc 29, p. 19-30.

Desmouliere, A. et G. Gabbiani. « Fibroblast proliferation and matrix swnthesis
during wound healing and pathological scarring », |. Surg. Pathol., 1997,
n° 2, p. 163-169.

Desmouliere, A., G. Xu, A.M. Costa, LM. Yousef, G. Gabbiani et B. Tuchweber.
« Effect of pentoxifylline on early proliferation and phenotypic modula-
tion of fibrogenic cells in two rat models of liver fibrosis and on cultu-
red hepatic stellate cells », ]. Hepatol., 1999, n° 30, p. 621-631.

Desmouliére, A., C. Guyot, G. Gabbiani. « The stroma reaction myofibroblast : a key
player in the control of tumor cell behavior », Int. |. Dev. Biol., 2004, sous
presse.




Ehrlich, H.P., A. Desmouliere, R.F. Diegelmann, [.K. Cohen, C.C. Compton, W.L.
Garner, Y. Kapanci et G. Gabbiani. « Morphological and immunochemi-
cal differences between keloid and hypertrophic scar », Am. J. Pathol.,
1994, n° 145, p. 105-113.

Estes, |.M., ].S. Vande Berg, N.S. Adzick, T.E. MacGillivray, A. Desmouliére et G.
Gabbiani. « Phenotypic and functional features of myofibroblasts in
sheep fetal wounds », Differentiation, 1994, n° 56, p. 173-181.

Eyden, B. « The fibronexus in reactive and tumoral myofibroblasts : further cha-
racterisation by electron microscopy », Histol. Histopathol., 2001, n® 16,
p. 57-70.

Fluck, J., C. Querfeld, A. Cremer, S. Niland, T. Krieg et S. Sollberg. « Normal hu-
man primary fibroblasts undergo apoptosis in three-dimensional
contractile collagen gels », |. Invest. Dermato., 1998, n° 110, p. 153-157.

Franke, W.W. et W. Schinko. « Nuclear shape in muscle cells », J. Cell. Biol., 1969,
n° 42, p. 326-331.

Gabbiani, G., G.B. Ryan et G. Majne. « Presence of modified fibroblasts in granu-
lation tissue and their possible role in wound contraction », Experientia,
1971, ne 27, p. 549-550.

Gabbiani, G., E. Schmid, 5. Winter, C. Chaponnier, C. de Ckhastonay, J. Vande-
kerckhove, K. Weber et W.W. Franke. « Vascular smooth muscle cells
differ from other smooth muscle cells : predominance of vimentin fila-
ments and a specific alpha-type actin », Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1981,
n° 78, p. 298-302.

Garbin, S., B. Pittet, D. Montandon, G. Gabbiani et A. Desmouliére. « Covering
by a skin flap induces apoptosis of granulation tissue myofibroblasts
and vascular cells », Wound Rep. Reg., 1996, n° 4, p. 244-251.

Godichaud, S., S. Krisa, B. Couronne, L. Dubuisson, ].M. Merillon, A. Desmou-
liere et J. Rosenbaum. « Deactivation of cultured human liver myofibro-
blasts by trans-resveratrol, a grapevine-derived polyphenol », Hepatolo-
gy, 2000, n° 31, p. 922-931.

Grinnell, F. « Fibroblasts, myofibroblasts, and wound contraction », J. Cell. Biol.,
1994, n° 124, p. 401-404.

Hashimoto, S., Y. Gon, I. Takeshita, S. Maruoka, et T. Horie. « IL-4 and IL-13 in-
duce myofibroblastic phenotype of human lung fibroblasts through c-
Jun NH2-terminal kinase-dependent pathway », |. Allergy Clin. Inumu-
nol., 2001, ne 107, p. 1001-1008.

Hinz, B., G. Celetta, J.J. Tomasek, G. Gabbiani et C. Chaponnier. « a-Smooth
muscle actin expression upregulates fibroblast contractile activity »,
Mol. Biol. Cell, 2001a, n° 12, p. 2730-2741.

Hinz, B., D. Mastrangelo, C.E. Iselin, C. Chaponnier et G. Gabbiani. « Mechanical
tension controls granulation tissue contractile activity and myofibro-
blast differentiation », Am. J. Pathol., 2001b, n° 159, p. 1009-1020.




Aspects fondamentaux 2]

Hinz, B.,, G. Gabbiani et C Chaponnier. « The NH2-terminal peptide of alpha-
smooth muscle actin inhibits force generation by the myofibroblast in
vitro and in vivo », J. Cell. Biol., 2002, n° 157, p. 657-663.

Kato, R., S. Kamiya, M. Ueki, H., Yajima, T. Ishii, H. Nakamura, T. Katayama et
F. Fukai. « The fibronectin-derived antiadhesive peptides suppress the
myofibroblastic conversion of rat hepatic stellate cells », Exp. Cell. Res.,
2001, n© 265, p. 54-63.

Ladin, D.A., Z. Hou, D. Patel, M. McPhail, J.C. Olson, G.M. Saed et D.P. Fiven-
son. « P53 and apoptosis alterations in keloids and keloid fibroblasts »,
Wound Rep. Reg., 1998, nv 6, p. 28-37.

Meredith, J.E., B. Fazeli et M.A. Schwartz. « The extracellular matrix as a cell sur-
vival factor », Mol. Biol. Cell, 1993, n°4, p. 953-961.

Pittet, B., L. Rubbia-Brandt, A. Desmouliere, A.P. Sappino, P. Roggero, S. Guer-
ret, J.A. Grimaud, R. Lacher, D. Montandon et G. Gabbiani. « Effect of
gamma-interferon on the clinical and biologic evolution of hypertrophic
scars and Dupuytren’s disease : an open pilot study », Plast. Reconstr.
Surg., 1994, n° 93, p. 1224-1235.

Robson, M,C. « The role of growth factors in the healing of chronic wounds »,
Wound Rep. Reg., 1997, n® 5, p. 12-17.

Rubbia-Brandt, L., A.P. Sappino et G. Gabbiani. « Locally applied GM-CSF indu-
ces the accumulation of alpha-smooth muscle actin containing myofi-
broblasts », Virchows Arch. B. Cell Pathol. Incl. Mol. Pathol., 1991, ne 60,
p. 73-82.

Schmitt-Graff, A., A. Desmouliere et G. Gabbiani. « Heterogeneity of myofibro-
blast phenotypic features : an example of fibroblastic cell plasticity »,
Virchows Arch., 1994, n© 425, p. 3-24.

Schiirch, W., T.A. Seemayer et G. Gabbiani. « Myofibroblast », dans Histology for

Pathologists, S.S. Sternberg, éditeur, New York, Raven Press, 1992,
p. 109-144.

Serini, G., M.L. Bochaton-Piallat, P. Ropraz, A. Geinoz, L. Borsi, L. Zardi, G. Gab-
biani. « The fibronectin domain ED-A is crucial for myofibroblastic phe-
notype induction by transforming growth factor-betal », . Cell. Biol.,
1998, n° 142, p. 873-881.

Serini, G. et G. Gabbiani. « Mechanisms of myofibroblast activity and phenoty-
pic modulation », Exp. Cell. Res., 1999, n® 250, p. 273-283.

Singer, L1, D.W. Kawka, D.M. Kazazis et R.A. Clark. « In vivo co-distribution of
fibronectin and actin fibers in granulation tissue : immunofluorescence

and electron microscope studies of the fibronexus at the myofibroblast
surface », [. Cell. Biol., 1984, n° 98, p. 2091-2106.

Skalli, O., G. Gabbiani, F. Babai, T.A. Seemayer, G. Pizzolato et W. Schurch. « In-
termediate filament proteins and actin isoforms as markers for soft




tissue tumor differentiation and origin. II. Rhabdomyosarcomas », Am.
J. Pathol., 1988, ne 130, p. 515-531.

Stella, M., C. Castagnoli, C. Trombotto, M. Calcagni, G. Magliacani et S. Teich
Alasia. « Interrelationship between immunocompetent and structural
cells in post-burn scars », Eur. |. Plast. Surg., 1998, n° 21, p. 8-13.

Taipale, J., J. Saharinen, K. Hedman et ]. Keski-Oja. « Latent transforming
growth factor-beta 1 and its binding protein are components of extracel-
lular matrix microfibrils », |. Histochen. Cytochem., 1996, nc 44, p. 875-
889.

Tomasek, J.J., G. Gabbiani, B. Hinz, C. Chaponnier et R.A. Brown. « Myofibro-
blasts and mechano-regulation of connective tissue remodelling », Nat.
Rev. Mol. Cell. Biol., 2002, n° 3, p. 349-363.

Tuan, T.L. et LS. Nichter. « The molecular basis of keloid and hypertrophic scar
formation », Mol. Med. Today, 1998, n® 4, p. 19-24.

Tuchweber, B., A. Desmouliére, M.L. Bochaton-Piallat, L. Rubbia-Brandt et G.
Gabbiani. « Proliferation and phenotypic modulation of portal fibro-
blasts in the early stages of cholestatic fibrosis in the rat », Lab. Invest,
1996, n© 74, p. 265-278.

Tuchweber, B., A. Desmouliere et G. Gabbiani. « Tissue repair », dans Encyclope-
dia of Toxicology, P. Wexler, éditeur, San Diego, Academic Press, 1998,
p. 238-244.

Vaughan, M.B., EW. Howard et ].]. Tomasek. « Transforming growth factor-
betal promotes the morphological and functional differentiation of the
myofibroblast », Exp. Cell. Res., 2000, n° 257, p. 180-189.

Vyalov, S, A. Desmouliére et G. Gabbiani. « GM-CSF-induced granulation tissue
formation : relationships between macrophage and myofibroblast accu-
mulation », Virchows Arch. B. Cell. Pathol, Incl. Mol, Pathol., 1993, n° 63,
p. 231-239.

Walker, G.A., LA. Guerrero et L.A. Leinwand. « Myofibroblasts : molecular
crossdressers », Curr. Top Dev. Biol., 2001, n° 51, p. 91-107.

Williams, G. « The late phases of wound headline : histological and ultrastructu-
ral studies of collagen and elastic-tissue formation », J. Pathol., 1970,
n® 102, p. 61-68.




Aspects fondamentaux 23

MYOFIBROBLASTES HEPATIQUES :
LEUR IMPLICATION
DANS LE DEVELOPPEMENT
DES FIBROSES DU FOIE

Beatriz Tuchweber,
Thierry Lamireau
et Alexis Desmouliere

Titre courant
Cellules fibrogéniques hépatiques

Mots clés

Cellule étoilée du foie, fibroblaste
portal, myofibroblaste, matrice
extracellulaire

Résumeé

a fibrose hépatique est définie comme ’accumulation d'un exces

de composants de la matrice extracellulaire hépatique. Son stade

évolutif ultime est la cirrhose, responsable de morbidité et de
mortalité importantes. Le dépot de la fibrose hépatique est lié a Iactivité
de cellules fibrogéniques, les myofibroblastes hépatiques. Les myofibro-
blastes sont absents du foie normal et dérivent de I'activation de cellules
précurseurs présentes dans le foie normal, les mieux étudiées étant les
cellules étoilées du foie. Ces cellules sont caractérisées par leur localisa-
tion périsinusoidale, leurs longs prolongements cytoplasmiques s’éten-
dant le long et autour des sinusoides et entre les hépatocytes, et leurs
gouttelettes cytoplasmiques de lipide. Nous et d'autres avons proposé le
concept d'hétérogénéité des cellules fibrogéniques dans le foie, en mon-
trant que les fibroblastes portaux présents dans les zones portes jouent
également un role important dans la fibrogenése hépatique. Différents
modeles expérimentaux de dommage du foie ont été décrits. Ces mode-
les permettent de caractériser les cellules fibroblastiques impliquées dans
le développement de la lésion. Aprés traitement avec du tétrachlorure de
carbone, une nécrose se produit autour des veines centrolobulaires ; dans
ce cas-ci, les cellules étoilées du foie sont impliquées dans le processus de
réparation. Les fibroblastes portaux sont impliqués dans la fibrose por-
tale induite par ligature du canal cholédoque. Des cytokines tels que le
platelet-derived growth factor ou le connective tissue growth fatcor, agissent
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sur la différenciation myofibroblastique. Les myofibroblastes sont égale-
ment un composant important de la réaction stromale qui se développe
autour des carcinomes hépatocellulaires. Tous ces résultats suggerent
qu'il est nécessaire de réévaluer le role des différentes cellules fibrogéni-
ques impliquées dans le développement de la fibrose hépatique et le dé-
pot de matrice extracellulaire.

) Infroduction

La fibrose hépatique est caractérisée par un exces de synthese et
de dépot de matrice extracellulaire en réponse a des stimuli variés
(hépatite virale, maladie métabolique, cholestase...). Aprées une agression
aigué du foie (par exemple, une hépatite virale A), la fibrogenese est
contrebalancée par la destruction de la matrice extracellulaire formée en
exces. Apres une agression unique de courte durée, il y a une réparation
quasi complete du tissu lésé. Mais quand l’agression est prolongée et
sévere, comme a l'occasion de nombreuses maladies chroniques du foie,
le dépot de fibrose prédomine et peut conduire a la cirrhose.

La fibrose hépatique constitue un processus de réparation tissu-
laire intervenant dans les hépatopathies chroniques de fagon identique a
toute cicatrisation, comprenant une inflammation, le recrutement et 1"ac-
tivation de cellules myofibroblastiques ainsi que le remodelage de la
matrice extracellulaire (voir le chapitre par Uchio et coll.). Les mécanismes
des maladies chroniques du foie ont été bien étudiés et le dépot de ma-
trice extracellulaire varie selon le type et le site de la lésion. Aux stades
précoces de I'hépatopathie alcoolique, les lésions et la fibrose sont essen-
tiellement centrolobulaires, alors que dans les hépatites virales 'inflam-
mation et la fibrose prédominent en région périportale. Dans les choles-
tases chroniques, la fibrose est périportale, mais l'inflammation est plus
modérée. Dans le foie, les composants de la matrice extracellulaire peu-
vent étre synthétisés par les hépatocytes, les cellules épithéliales biliaires
ou les cellules endothéliales (Clément et autres, 1986). Néanmoins, les
cellules fibroblastiques/ myofibroblastiques sont les principales cellules
responsables de la production de matrice extracellulaire (Gressner et
autres, 1995). Les études menées avec divers modeles animaux ont mon-
tré que différentes cellules fibroblastiques du foie peuvent intervenir
dans les stades précoces de fibrose induite par des stimuli variés. La
cellule étoilée du foie (appelée aussi cellule périsinusoidale, ou cellule
de Ito), a été considérée comme la principale cellule responsable de la
syntheése matricielle, mais des travaux récents indiquent que les fibro-
blastes portaux sont également impliqués dans la fibrose au cours des
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cholestases (Tuchweber et autres, 1996). Le présent texte sera centré sur
les différentes cellules fibrogéniques du foie au cours des stades initiaux
de la fibrose, en particulier la prolifération et l'activation des cellules
myofibroblastiques et les médiateurs impliqués.

Il) Les cellules fibroblastiques du foie

A) Les cellules étoilées du foie

Dans le foie normal, les cellules étoilées sont situées dans I'es-
pace de Disse et sont caractérisées par la présence dans leur cytoplasme
de vacuoles lipidiques riches en vitamine A, indiquant leur réle dans le
métabolisme de cette vitamine (Hendriks et autres, 1987). Elles font éga-
lement fonction de péricytes, jouant un réle dans la régulation du flux et
de la pression dans les sinusoides (Kawada et autres, 1993). A I'état
quiescent, les cellules étoilées du foie expriment un certain nombre de
protéines du cytosquelette (comme la desmine chez le rat), de la matrice
extracellulaire (comme la fibrilline-1 chez I'humain) et des marqueurs
neuronaux (comme la nestine ou la synaptophysine ; voir Cassiman et
Roskams, 2002). Apres activation par divers stimuli, elles proliférent et
expriment l'actine a-musculaire lisse, considérée comme un marqueur
de leur activation (figure 1a) (Ramadori et autres, 1990). Les cellules étoi-
lées du foie activées ou les autres cellules myofibroblastiques sécretent
alors des quantités importantes de matrice extracellulaire, participant
ainsi au développement du tissu fibreux qui caractérise la cirrhose hépa-
tique (figure 1b) (Clément et autres, 1986).

Les cellules étoilées du foie isolées et cultivées expriment rapide-
ment |"actine a-musculaire lisse. Mais I"étude des différents marqueurs, a
I'état quiescent et apres activation in situ ou en culture, a révélé une héte-
rogénéité des cellules fibroblastiques, dont il existerait au moins deux
lignées distinctes : les cellules étoilées du foie et les (myo)fibroblastes
portaux/septaux (Knittel et autres, 1999a, 1999b ; Cassiman et autres,
2002). Ces derniers peuvent exprimer l'actine a-musculaire lisse et sont
localisés dans les espaces portes et les septa fibreux. Ils ne dérivent pas
des cellules étoilées du foie, mais de cellules fibroblastiques portales.

Récemment, l'intérét de la cellular retinol-binding protein-1 (CRBP-
1) pour identifier les différentes cellules fibrogéniques a été bien démon-
tré (Uchio et autres, 2002) ; en effet, la CRBP-1 pourrait étre le marqueur
jusqu’ici manquant des cellules étoilées du foie chez ’humain (Lepreux
et autres, 2004).




Ces données indiquent qu'il existe dans le foie différentes popu-
lations de cellules fibroblastiques ayant une localisation et une expres-
sion de marqueurs immunohistochimiques différentes, et qui pourraient
avoir un réle différent dans le processus de fibrose.

B) Les fibroblastes portaux

Plusieurs études indiquent que des cellules mésenchymateuses
des espaces portes contribuent a la fibrose biliaire. Il a été suggéré que
les fibroblastes ou cellules myofibroblastiques portaux et périductu-
laires participent au développement de la fibrose apres ligature de la
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Expression de I'actine a-musculaire lisse (a, c) et du collagene 11 (b, d) apres traitement au
tétrachlorure de carbone (a, b) ou ligature du canal cholédoque (¢, d). Apreés traitement au
tétrachlorure de carbone pendant deux semaines, les cellules étoilées du foie autour des
zones centrolobulaires acquiérent I'expression d’actine a-musculaire lisse (a) et sécretent
de la matrice extracellulaire (b). Sept jours aprés ligature du canal cholédoque, les fibro-
blastes portaux qui proliférent autour des canaux biliaires acquiérent I'expression d’actine
a-musculaire lisse (c) et déposent de la matrice extracellulaire (d),
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voie biliaire principale et dans l'infection chronique a Schistosomia.
Nous avons étudié les stades précoces de la fibrose périportale apres
ligature de la voie biliaire principale chez le rat, qui reproduit les lé-
sions de fibrose et de cirrhose biliaire chez ’humain. Dans ce modéle,
nous avons observé une prolifération trés précoce des structures bi-
liaires associée a un infiltrat inflammatoire modéré (Tuchweber et au-
tres, 1996). Les fibroblastes périductulaires proliférent, expriment la
desmine et I'actine a-musculaire lisse, indiquant ainsi leur activation
(figure 1c), et sécretent d'importantes quantités de matrice extracellu-
laire (figure 1d). Mais la plupart des fibroblastes périductulaires expri-
mant l'actine a-musculaire lisse sont desmine négatifs, soulignant
I'hétérogénéité de I'expression des protéines du cytosquelette des cel-
lules fibroblastiques au cours de la fibrose portale. La signification de
la prolifération ductulaire dans les cholestases chroniques n’est pas
bien comprise, mais elle semble jouer un réle, avec la réaction inflam-
matoire, dans le développement de la fibrose. En fait, les structures
ductulaires en prolifération produisent des constituants de la matrice
extracellulaire, des facteurs de croissance profibrogéniques (Grappone
et autres, 1999 ; Lamireau et autres, 1999 ; Sedlaczek et autres, 2001) et
expriment des récepteurs pour des facteurs mitogénes épithéliaux.
Des observations récentes de notre laboratoire indiquent que des aci-
des biliaires, qui s’accumulent dans le foie au cours des cholestases,
peuvent stimuler la production de cytokines et chemokines par des
cellules épithéliales en culture (Lamireau et autres, 2003). Ces dernie-
res sont au centre du processus pathologique de la cirrhose biliaire
primitive, dans laquelle il existe une réponse inflammatoire précoce,
une prolifération ductulaire secondaire et une destruction des canaux
interlobulaires. Le réle important des fibroblastes portaux semble
maintenant bien accepté (Ramadori et Saile, 2004).

C) Les autres cellules fibrogénigues dans le foie

D’autres populations de cellules fibrogéniques et présentes dans
le foie ont été décrites. Il existe ainsi des (myo)fibroblastes situés autour
des veines centrolobulaires qui proliférent dans les stades précoces de
'hépatopathie alcoolique chez le babouin, entrainant une fibrose centro-
lobulaire. Des fibroblastes sont également présents dans la capsule de
Glisson. Ces cellules peuvent proliférer et exprimer rapidement 'actine
a-musculaire lisse apres une agression chimique et entrainer une fibrose.
Récemment, il a été montré que, dans la fibrose chez I'humain, une pro-
portion significative de myofibroblastes proviennent de la moelle osseuse
(Forbes et autres, 2004).
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Ill) La production de constituants de la matrice extracellulaire

La fibrose hépatique est caractérisée par une accumulation exces-
sive de constituants de la matrice extracellulaire qui peut varier selon le
stade de la maladie. Précocement, il existe une nécrose et une inflamma-
tion, et I'on observe une augmentation de la production de tenascine et
de fibronectine, associées a une attraction et a une prolifération des cellu-
les inflammatoires et des cellules sécrétant la matrice extracellulaire
(cellules étoilées du foie, myofibroblastes, fibroblastes portaux). On
trouve également la laminine, I'entactine et I'unduline. Dans la fibrose
sans nécrose ou sans inflammation importante, comme les cholestases, il
existe aussi une augmentation de la laminine, de la fibronectine, de la
tenascine et de I'unduline. Au moment d'une agression du foie, le colla-
gene I est sécrété en premier, puis remplacé par le collagene I qui de-
vient alors le constituant majeur des dépots collagéniques dans le foie
cirrhotique. Les collagénes IV, V et VI sont également déposés dans les
septa fibreux. Nous avons montré une augmentation importante de la ly-
syl oxydase dans les zones périductulaires lors des stades précoces des
fibroses portales (Desmouliére et autres, 1997). Récemment, |'expression
de la fibrilline dans le foie, son intérét pour différencier les cellules fibro-
géniques et ses roles possibles dans 'adhésion ou la mobilité cellulaire
notamment, ont été bien étudiés (Dubuisson et autres, 2001 ; Lamireau et
autres, 2002 ; Lorena et autres, 2004).

L’expression d’actine a-musculaire lisse par les cellules étoilées
du foie et les fibroblastes portaux est associée a un dép6t des composants
de la matrice extracellulaire. De plus, la distribution de la matrice extra-
cellulaire varie avec le type et le lieu de la Iésion. Par exemple, le dépot
de matrice extracellulaire dans I’hépatite virale a lieu dans les zones
périportales ou existe initialement l'inflammation. Dans I'intoxication
alcoolique, les lésions puis la fibrose débutent dans les zones centro-
lobulaires. Par ailleurs, dans les maladies cholestatiques, I’accumula-
tion de matrice extracellulaire a lieu en zone périportale alors que la né-
crose et I'inflammation y sont modérées. Dong, les cellules impliquées
et les mécanismes du processus de fibrose différent selon les agents
étiologiques.

Durant la fibrogenese hépatique, les cellules étoilées du foie, les
myofibroblastes et les fibroblastes portaux sont les principales cellules
fibrogéniques, mais les cellules endothéliales sinusoidales, les cellules de
Kupffer, les hépatocytes et les cellules épithéliales biliaires peuvent éga-
lement produire des protéines de la matrice extracellulaire. Les cellules
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endothéliales sinusoidales peuvent jouer un réle important dans la fi-
brose au cours du processus de capillarisation des sinusoides. Les cellu-
les de Kupffer et les hépatocytes jouent un réle mineur dans la sécrétion
de matrice extracellulaire, mais les cellules épithéliales biliaires peuvent
produire plusieurs composants matriciels importants dans la fibrose
d’origine biliaire. Les cellules de Kupffer libérent de nombreux média-
teurs comme des cytokines et mitogenes -- tumor necrosis factor (TNF)-a,
transforming growth factor (TGF)-B, hepatocyte growth factor (HGF), plate-
let-derived growth factor -- et des métabolites réactifs de 1'oxygene, qui
peuvent moduler la prolifération et le phénotype des cellules étoilées du
foie et d’autres cellules fibrogéniques comme les fibroblastes portaux
(Kinnman et autres, 2003). Dans les cholestases, le stress oxydatif des cel-
lules de Kupffer, induit par les acides biliaires toxiques, pourrait ainsi
jouer un role dans la fibrose portale, comme le suggerent les expériences
de blocage par le transfert du gene de la superoxyde dismutase qui ré-
duit la production de cytokines (TNF-a, TGF-B) et du nuclear factor kappa
B ainsi que la sévérité des lésions de fibrose.

La matrice extracellulaire du tissu fibreux n’est pas une structure
inerte. En fait, elle module I'adhésion, la migration et la différenciation
des cellules environnantes. Elle constitue un ligand interagissant avec les
cytokines et facteurs ayant un effet important sur la syntheése et le dépot
de matrice extracellulaire. Comme dans le cas d’une cicatrisation en
général, la fibrose refléte une balance entre production et dégradation de
matrice extracellulaire. Les matrix metalloproteinases (MMP de types 1 et
2) jouent un roéle majeur dans le remodelage matriciel, de méme que
leurs inhibiteurs TIMP-1 et TIMP-2 (tissue inhibitor of matrix metalloprotei-
nase). Ces derniers sont exprimés par de nombreux types cellulaires,
mais a des niveaux variables. Les cellules fibrogéniques, les hépatocytes,
les cellules de Kupffer participent a la dégradation de la matrice extracel-
lulaire. Il est intéressant de noter que I'expression de I'’ARN messager du
TIMP-1 augmente de facon importante au cours des stades précoces de
fibrose dans les cholestases, avant celle de I'actine a-musculaire lisse par
les fibroblastes portaux. Ceci suggere que des changements de la matrice
extracellulaire pourraient déclencher une réponse adaptative de la part
des fibroblastes, soulignant le réle biologique de la matrice extracellu-
laire en modulant le phénotype et le comportement cellulaires.

IV) Les mécanismes de la fibrose

Des efforts importants ont permis une meilleure compréhen-
sion des mécanismes de la fibrose hépatique. Des cytokines et peptides




régulateurs sécrétés par plusieurs types cellulaires sont considérés
comme des éléments clés du processus de fibrose.

Le TNF-o est un médiateur majeur des lésions hépatiques. Aprés
sa libération par les hépatocytes et les cellules sinusoidales (cellules en-
dothéliales et cellules de Kupffer), il peut activer les cellules étoilées du
foie, déclenchant ainsi la fibrose. Le nuclear factor kappa B, effecteur du
TNF, est activé dans les maladies inflammatoires du foie, suggérant qu'il
pourrait étre une cible pour moduler ou inhiber la fibrogenese. Des fac-
teurs de croissance et des cytokines régulent l'activité des cellules fibro-
géniques. La prolifération et l'activation des cellules fibrogéniques est
stimulée par de nombreuses cytokines comme !’interleukine-1, 1'endo-
théline-1, et surtout, le TGF-f (Knittel et autres, 1996). Il serait certaine-
ment capital de chercher a moduler la production de TGF-B pour in-
fluencer la fibrogenese (Qi et autres, 1999). De facon intéressante, on note
que les effets bénéfiques de 'HCF sur la fibrose hépatique semblent as-
sociés a des taux bas de TGF-B. D'autres facteurs comme le fibroblast
growth factor ou l'insulin-like growth factor peuvent influencer la proliféra-
tion cellulaire. Les interférons alpha et gamma sont capables d’inhiber la
prolifération des cellules étoilées du foie et leur syntheése de collagene
(Mallat et autres, 1995). La régulation de l'expression des TIMP et MMP
par les cytokines suggere que la diminution de la dégradation de la ma-
trice extracellulaire au cours des maladies hépatiques chroniques pour-
rait entrainer une activation de TGF- par l'induction de TIMP.

V) Conclusion

L'intérét majeur de I'étude des cellules étoilées du foie dans la
compréhension des processus de fibrose du foie est évident. Néanmoins,
il apparait maintenant que les cellules étoilées du foie ne constituent
qu'une population de cellules fibrogéniques parmi celles contribuant a la
fibrose hépatique (Desmouliére et autres, 2003). Le role spécifique de ces
derniers dépend de la nature de la maladie causale. Par exemple, dans
la fibrose biliaire, les fibroblastes portaux et périductulaires pourraient
étre les principales cellules fibrogéniques, alors que dans les cas de mala-
dies métaboliques ou liées a I'intoxication alcoolique, ce sont d"abord
les cellules étoilées du foie ou myofibroblastes qui sont responsables
de la fibrose sinusoidale et péricentrolobulaire. Comme le degré d'in-
flammation varie avec la pathologie, une attention particuliere devrait
étre portée au role des cytokines dans le processus de fibrose. Récem-
ment, les études des bases moléculaires de l'activation des cellules fibro-
géniques et de leurs interactions avec la matrice extracellulaire ont été
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trées importantes. Une meilleure connaissance des signaux spécifiques
impliqués dans l'activation des différentes cellules fibrogéniques devrait
permettre le développement de nouvelles approches thérapeutiques de
la fibrose hépatique.
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Résumé

es cellules ductulaires ou cellules des voies biliaires constituent de

I 3 a5 % de toute la population cellulaire hépatique. Elles forment
un systéme ramifié de canalicules et de canaux biliaires dont la
plupart se répandent dans le foie. Les cellules ductulaires sont en contact
avec la bile et drainent le liquide biliaire sur une distance impression-
nante avant de I'acheminer a sa destination finale. C’est surtout cette ca-
ractéristique qui a valu aux cellules biliaires le titre de « transporteur
passif ». Cependant, les cellules biliaires possedent une structure trés dy-
namique et leur fonction de transport est beaucoup plus complexe qu’on
ne le pensait ; cette fonction a d'ailleurs un impact considérable aussi
bien sur la quantité que sur la qualité de la bile. En plus de participer a la
sécrétion de sodium, de chlore, de bicarbonate et d'eau, les cellules duc-
tulaires sont capables de réabsorption et de métabolisme des acides bi-
liaires et des lipides. Elles sont impliquées dans la synthese, la conjugai-
son et I'hydroxylation des acides biliaires. Par ailleurs, elles seraient
équipées de plusieurs molécules enzymatiques leur permettant de pro-
duire le cholestérol et plusieurs classes de lipides tels que les phospholi-
pides et les glycérides. La mise en place d"une lignée cellulaire avec tous
les attributs ductulaires offre I'occasion d’élucider le role de I'épithélium




biliaire dans la physiologie normale et les pathophysiologies hépatobi-
liaires.

) Infroduction

La sécrétion biliaire constitue une fonction importante du foie.
Remarquablement, ce dernier produit de 600 ml a 1200 ml de bile par
jour (Guyton et Hall, 1996). La bile, dont le pH est compris entre 7,6 et
8,6, est constituée d'eau, d'électrolytes (tels que le sodium et le bicarbo-
nate), de sels biliaires, de pigments biliaires (surtout la bilirubine qui
provient de la dégradation de I'hémoglobine), de cholestérol et de phos-
pholipides (Renston et autres, 1980 ; Tortora et Anagnostakos, 1988). La
bile ainsi produite demeure dans la vésicule biliaire jusqu'a son déverse-
ment dans l'intestin au moment de la digestion. La sécrétion biliaire a
pour but premier l'élimination de la bilirubine (dégradée par la suite
dans l'intestin) et celle du cholestérol sous forme de sels biliaires (le cho-
lestérol devenant soluble dans la bile grace aux sels biliaires et la léci-
thine). De plus, la bile permet I'émulsion et la dispersion des graisses
diététiques au niveau intestinal afin d'assurer les processus adéquats de
digestion et d'absorption. Les sels biliaires, apres avoir rempli leur role
dans le duodénum, retournent (94 %) au foie par la voie sanguine, d'ou
le nom du cycle entérohépatique (Guyton et Hall, 1996 ; Tortora et Ana-
gnostakos, 1988).

La population de cellules hépatiques est constituée de cellules
épithéliales (hépatocytes et cellules ductulaires) et de cellules mésenchy-
mateuses (cellules étoilées, cellules de Kupffer, fibroblastes et cellules en-
dothéliales). Bien qu'il soit admis que chaque type de cellule a un réle
qui lui est propre, leurs fonctions sont, a nos jours, plus ou moins bien
définies (Alpini et autres, 1994 ; Guyton et Hall, 1996 ; Tavoloni, 1987).

Au point de vue quantitatif, les hépatocytes prédominent. Ils
représentent 70 % de la population cellulaire hépatique totale et sont pré-
pondérants dans le métabolisme hépatique (Guyton et Hall, 1996 ;
Marieb et Laurendeau, 1993 ; Tavoloni, 1987). Ils forment des travées cel-
lulaires autour de l'axe de la veine centrale dans chaque lobule hépati-
que. Certaines de leurs faces sont accolées aux parois endothéliales des
sinusoides. Celles-ci sont trés perméables et permettent aux substances
présentes dans le sang de pénétrer a l'intérieur des cellules hépatiques,
ou elles pourront étre métabolisées. Les autres faces des hépatocytes sont
accolées aux hépatocytes adjacents. Cet accolement entre deux hépatocy-
tes forme un minuscule conduit, le canalicule biliaire, dans lequel la bile
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est sécrétée. Les canalicules biliaires s'anastomosent entre eux pour re-
joindre finalement les canaux biliaires des espaces portes (Guyton et
Hall, 1996 ; Marieb et Laurendeau, 1993). Tous les canaux biliaires s'unis-
sent en deux conduits, droit et gauche, qui, apres avoir quitté le foie,
fusionnent afin de former le canal hépatique. Enfin, ce dernier rejoint le
canal cystique de la vésicule biliaire et se déploie en canal cholédoque
(Ganong, 1989 ; Tortora et Anagnostakos, 1988).

En bref, les hépatocytes sont en contact « quasi » direct aussi bien
avec la circulation sanguine qu'avec la circulation biliaire. Cet emplace-
ment est en rapport direct avec leurs fonctions et le controle simultané
qu'ils exercent sur les deux circulations. Dans cet article, nous mettrons
l'accent sur les cellules ductulaires et sur leur role relatif au métabolisme
des lipides.

Il) Cellules ductulaires

Les informations concernant les fonctions des cellules ductulaires
sont encore contradictoires et incompletes. Cette lacune vient probable-
ment du fait que jusqu'au milieu des années 70, on s'intéressait peu a
cette population cellulaire. Les livres d'hépatologie et divers articles
scientifiques, datant de cette époque, en font omission ou la mentionnent
en termes généraux sous « épithélium biliaire » sans lui accorder un inté-
rét quelconque. De plus, le matériel et les techniques disponibles a ce
moment étaient inadéquats pour l'isolation et la culture de ce type de cel-
lules, expliquant ainsi nos lacunes.

Récemment, les cellules ductulaires plus connues sous le nom
des cellules des voies biliaires ont commencé a attirer l'attention des
chercheurs. La meilleure compréhension des pathophysiologies hépati-
ques laisse penser que I'épithélium biliaire n'est peut-étre pas un simple
conduit biliaire passif, comme tout d'abord on l'avait cru (Tavoloni,
1987). De nombreuses recherches sont en cours afin de mieux définir
qualitativement et quantitativement les véritables fonctions des cellules
ductulaires et leur contribution dans le métabolisme hépatique.

A) Localisation

Les cellules ductulaires, autre population de cellules épithéliales
du foie, appartiennent a I'épithélium des voies biliaires. Bien que ne
constituant que de 3 a 5 % de toute la population cellulaire hépatique,
elles ont un role vital pour le fonctionnement normal du foie (Alpini et
autres, 1994 ; Boyer, 1996 ; Tavoloni, 1987). Elles forment un systeme




ramifié de canalicules et des canaux biliaires dont la plupart se trouvent
a l'intérieur du foie (Ishii et autres, 1989 ; Kumar et Jordan, 1988 ; Stern-
lieb et Quintana, 1985). L'appellation des voies biliaires intrahépatiques
change selon leur localisation et le diametre de leurs lumiéres. D'apres la
classification de Ludwig, les voies biliaires intrahépatiques se subdivi-
sent en canalicules biliaires (<20 pm de diametre) et divers canaux biliai-
res : petits (20-400 pm), intermédiaires (400-800 um) et grands (>800 pm)
(Alpini et autres, 1994).

Pour ce qui est de leur localisation, les grands canaux biliaires
représentent les branches intrahépatiques les plus importantes des canaux
biliaires hépatiques droit et gauche. Les canaux biliaires intermédiaires
correspondent aux canaux de surface dans la classification de Healey et
Shroy (Alpini et autres, 1994). Les petits canaux biliaires, quant a eux,
incluent principalement des canaux interlobulaires. Enfin, les canalicules
ou ductules biliaires relient les canaux biliaires interlobulaires avec les
canaux de Hering. Ces derniers sont des zones entre le c6té canaliculaire
des hépatocytes et les canalicules biliaires (Alpini et autres, 1994). Bien
que généralement acceptée, la nomenclature décrite plus haut n'est tou-
tefois pas uniforme (Alpini et autres, 1994). Les voies biliaires extrahépa-
tiques se résument aux deux canaux biliaires droit et gauche, qui quittent
le foie et forment ensemble le canal hépatique, lequel, a son tour, apres
avoir fusionné avec le canal cystique, donnera le canal cholédoque.
Quant au canal cholédoque, il pénétre dans le duodénum par I'ampoule
de Vater lorsque le sphincter d'Oddi est ouvert. Le sphincter d'Oddi est
en fait un anneau de fibres élastiques qui entoure la terminaison du canal
cholédoque et plus précisément son point de pénétration dans le duodé-
num. Son action est double : il empéche le déversement de la bile et du
suc pancréatique dans le duodénum en dehors des repas, et il évite le
reflux du contenu du tube digestif dans le canal cholédoque et le canal
de Wirsung (Ganong, 1989 ; Guyton et Hall, 1996 ; Marieb et Lauren-
deau, 1993 ; Tortora et Anagnostakos, 1988).

Les cellules ductulaires tapissent ainsi la lumiére des canalicules
biliaires et des canaux biliaires intra et extrahépatiques. Elles sont ainsi
en contact direct avec la bile a partir des canaux de Hering jusqu'au
sphincter d'Oddi (Ishii et autres, 1989). En formant des réseaux tridimen-
sionnels complexes de structures tubulaires inter-connectées, elles drai-
nent donc la bile sur une distance d'environ 2 km, avant de 1'acheminer
au duodénum, la destination finale (Alpini et autres, 1994). Ainsi, par
leur localisation stratégique entre les hépatocytes et les phénomenes bi-
liaires, les cellules ductulaires deviennent intéressantes a étudier au
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point de vue tant de leur morphologie que de leurs phénotypes et de
leurs caractéristiques fonctionnelles.

B) Mormphologie

La population des cellules ductulaires est trés hétérogene
(Desmet, 1994). En effet, en suivant le passage biliaire, on remarque
que la taille des cellules ductulaires varie entre 6 et 15 pm et qu'elles
ont des formes variées (cylindrique, aplatie ou en forme de colonnes).
De plus, la variation de protéines spécifiques, d'antigenes de surface et
d'autres éléments, selon leur localisation, supporte I'hypothése d'une
hétérogénéité fonctionnelle déja constatée pour les hépatocytes (Alpini
et autres, 1994).

Les observations morphologiques ont aussi révélé d'autres carac-
téristiques propres aux cellules ductulaires. La premiére est la présence
de nombreuses microvillosités sur la membrane plasmatique apicale
(tournée vers la lumiére des canalicules). Ces interdigitations augmen-
tent la surface de contact de la cellule avec les constituants de la bile
(Sternlieb et Quintana, 1985). La deuxieme, la présence d'une membrane
basale, signifie que les cellules ductulaires sont polaires et donc spécifi-
ques dans leurs fonctions de transport (Alpini et autres, 1989 ; Alpini et
autres, 1994). Enfin, la troisiéme est que les deux poles (apical et basal)
de la cellule présentent a leur surface des vésicules a clatrine. Cette parti-
cularité suggere qu'une endocytose, médiée par les récepteurs, a lieu aux
deux poles de la cellule (Alpini et autres, 1994 ; Ishii et autres, 1989).
Cette hypothése est supportée par la présence de jonctions serrées entre
les cellules ductulaires visibles a proximité de leurs cotés apicaux
(Alpini et autres, 1989 ; Alpini et autres, 1994). Les jonctions serrées,
consistant en une véritable fusion des surfaces protéiques externes des
membranes plasmiques de deux cellules adjacentes, maintiennent les cel-
lules en contact les unes avec les autres et limitent le passage de macro-
molécules provenant des voies extracellulaires (Guyton et Hall, 1996).

C) Ultrastructure

Les cellules ductulaires ont un systeme d'organites cellulaires
trés bien développé et organisé. Elles possedent un nombre assez impor-
tant de petites mitochondries (ovales ou rondes) périnucléaires. L'appa-
reil de Golgi se trouve dans le pdle apical du cytoplasme, tout comme les
vésicules sécrétoires, les lysosomes et autres corps multivésiculaires
(Alpini et autres, 1989 ; Alpini et autres, 1994 ; Ishii et autres, 1989).




Plusieurs différences avec les hépatocytes sont notées. Les cellu-
les ductulaires possedent un nombre moins élevé de mitochondries et un
réticulum endoplasmique moins étendu. Par contre, leur réseau de
microfilaments sécrétoires est plus développé et elles possedent, tel que
mentionné plus haut, une membrane basale (Desmet, 1994). Ces différen-
ces mettent en évidence le fait que les cellules ductulaires, par opposition
aux hépatocytes, sont surtout des cellules de transport. Ceci ne les empé-
che toutefois pas d'avoir la capacité de remplir d'autres fonctions qui mé-
ritent d'étre étudiées.

D) Vascularisation

Les cellules ductulaires sont irriguées grace aux minuscules vais-
seaux provenant du plexus vasculaire péribiliaire qui draine le sang vers
les sinusoides adjacents et les branches interlobulaires de la veine porte.
Selon certaines hypothéses, les substances sécrétées par les cellules duc-
tulaires dans le plexus vasculaire péribiliaire, seraient acheminées direc-
tement ou indirectement, par la circulation sanguine, aux hépatocytes
(Alpini et autres, 1994 ; Desmet, 1994).

E) Phénotypes

Les cellules ductulaires se caractérisent par l'expression de certai-
nes molécules (souvent des protéines) qui leur sont propres et qui sont
utilisées comme marqueurs spécifiques (Alpini et autres, 1994 ; Desmet,
1994 ; Ishii et autres, 1989). Les cytokératines 7 et 19 ainsi que l'enzyme
gamma-glutamyl-transpeptidase figurent parmi les plus représentatives
dans plusieurs especes. La souris, chez laquelle la gamma-glutamyl-
transpeptidase n'a pas pu étre mise en évidence, est considérée comme
une exception a la regle (Boyer, 1996 ; Paradis et Sharp, 1989). Ces carac-
téristiques phénotypiques sont extrémement importantes dans la vérifi-
cation de la pureté de la population des cellules ductulaires isolées. En
effet, toutes les cellules qui n'expriment pas les cytokératines 7 et 19 et la
gamma-glutamyl-tanspeptidase seront considérées contaminantes. De
plus, contrairement aux hépatocytes et a des cellules transitoires, les cel-
lules ductulaires ne semblent toutefois pas exprimer ou synthétiser 1'al-
bumine, la glucose-6-phosphatase et 1'a-fétoprotéine (Alpini et autres,
1988 ; Parola et autres, 1990 ; Sirica et autres, 1990). Ces marqueurs de-
viennent donc des outils intéressants dans la caractérisation des cellules
isolées.

Parola et collaborateurs ont mené des études biochimiques sur
des cellules ductulaires isolées et de source hépatique de rat normal
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et ont réussi a quantifier l'activité enzymatique de ces cellules (Parola
et autres, 1990). Leurs résultats vont dans le méme sens que les tests his-
tochimiques décrits plus haut. En effet, ils ont trouvé que l'activité spéci-
fique des cellules ductulaires pour la gamma-glutamyl-transpeptidase
était approximativement 200 fois plus élevée que celle exprimeée par les
hépatocytes. De plus, l'activité de la glucose-6-phosphatase était indétec-
table dans les cellules ductulaires, confirmant I'histochimie (Parola et
autres, 1990). Il est important de mentionner que ces caractéristiques
phénotypiques des cellules ductulaires constituent des traits morpholo-
giques ainsi que des outils d'identification considérablement sensibles.
Cependant, le point faible des marqueurs enzymatiques et autres protéi-
nes (par exemple, les antigenes) est qu'ils different selon le modele ani-
mal (par exemple, le rat et la souris).

Diverses équipes, y compris celle de Parola et coll., ont observé
I'absence d'activité de cytochrome P-450 microsomal dans les cellules
ductulaires. Le cytochrome P-450 est le composant terminal d'une chaine
de transport des électrons qui a été découverte dans les mitochondries de
la corticosurrénale et dans les microsomes hépatiques. Le role de cet
ensemble est I'hydroxylation oxydative. Le systeme de cytochrome P-450
joue un role important dans la détoxication et est nécessaire dans la syn-
these des stéroides grace aux enzymes HMG-CoA-réductase et 7a-
hydroxylase (Desmet, 1994 ; Parola et autres, 1988 ; Parola et autres,
1990 ; Sirica et autres, 1990 ; Stryer, 1992). A défaut de pouvoir détecter
son activité dans les cellules ductulaires, il a été présumé qu'elles ne pos-
sédaient pas ces deux enzymes. Ainsi, les cellules ductulaires ne pour-
raient pas synthétiser le cholestérol et les acides biliaires. Cependant,
I'absence de cytochrome P-450 dans les cellules ductulaires n'a jamais été
clairement montrée étant donné que différentes méthodes employées
pour le doser étaient indirectes. De plus, il existe la possibilité que les
cellules ductulaires soient résistantes aux substances utilisées pour acti-
ver le cytochrome P-450, ce qui explique que plusieurs chercheurs n'arri-
vent pas a le détecter (Parola et autres, 1990).

Enfin, la présence dans les cellules ductulaires d'un nombre élevé
d'enzymes de conjugaison indiquent qu'elles ont un avantage pour la
survie dans un environnement d'hépatotoxicité (Desmet, 1994). Un der-
nier élément important a mentionner est le fait que les cellules ductulai-
res ont aussi un pouvoir d'adaptation a des changements drastiques
dans le microenvironnement. Si le besoin s'en fait sentir, elles peuvent
altérer leur différenciation normale et se transformer en cellules transi-
toires ou intermédiaires entre les cellules ductulaires, hépatocytes
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adultes et cellules avec le phénotype entérocytaire (Desmet, 1994 ; Sirica,
1995).

F) Fonctions

a) Transport de la bile

Comme nous l'avons mentionné précédemment, les cellules duc-
tulaires étaient autrefois considérées comme de simples cellules de 1'épi-
thélium biliaire dont I"'unique réle consistait dans le transport de la bile a
partir du site de la formation (le foie) jusqu'au lieu d'action (le duodé-
num) en passant par la vésicule biliaire. Ainsi, les voies biliaires n'étaient
aux yeux des scientifiques qu'un conduit biliaire passif. Toutefois, plu-
sieurs études ont démontré que les cellules ductulaires possédent une
structure tres dynamique et que leur fonction de transport est beaucoup
plus complexe qu'on le pensait (Tavoloni, 1987 ; McGill et autres, 1994 ;
Fitz et autres, 1993 ; Strazzabosco et autres, 1991). En effet, les cellules
ductulaires auraient, par divers mécanismes, un impact important aussi
bien sur la quantité que la qualité de la bile qu'elles transportent (Boyer,
1996). Afin de mieux comprendre les relations qui existent entre les cel-
lules ductulaires et la bile, il est important de définir certains aspects de
cette derniere.

Nous savons que la bile est un liquide de couleur jaune verdatre,
composé d'eau, de sels biliaires, de cholestérol, de lécithine (un phospho-
lipide), de pigments biliaires (surtout la bilirubine), de certains métaux a
l'état de traces, de minéraux inorganiques comme le sodium, le potas-
sium, le chlore, et d'une petite quantité des protéines (15 groupes envi-
ron et a une concentration de 1 mg/L) (Ganong, 1989 ; Grubman et
autres, 1994 ; Marieb et Laurendeau, 1993 ; Renston et autres, 1980). Elle
est un produit de sécrétion du foie, qui sert a éliminer diverses substan-
ces endogenes et exogenes (bilirubine, cholestérol, toxines) et a promou-
voir la digestion et I'absorption des lipides dans l'intestin (Guyton et
Hall, 1996 ; Marieb et Laurendeau, 1993 ; Tortora et Anagnostakos, 1988).
Sa sécrétion est permanente. Toutefois, une augmentation postprandiale
est notée. La bile qui quitte le foie par les conduits hépatiques droit et
gauche emprunte le canal cholédoque pour se rendre au duodénum.
Cependant, en absence de digestion, c’est-a-dire lorsque le sphincter
d'Oddi est fermég, la bile s'accumule dans la vésicule biliaire, qui peut en
contenir de 30 a 60 ml (Guyton et Hall, 1996). La vésicule biliaire concen-
tre la bile en absorbant les sels et I'eau contenus dans la bile. La concen-
tration des sels et des pigments biliaires peut étre augmentée ainsi de
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cing a dix fois. La bile emmagasinée est libérée en fonction des besoins
de la digestion. La cholécystokinine, une hormone intestinale, active sa
descente dans l'intestin en stimulant les contractions de la vésicule
biliaire et en déclenchant le relachement du sphincter d'Oddi. La cholé-
cystokinine est elle-méme libérée en raison de la présence d'acides gras
dans le duodénum (Ganong, 1989 ; Guyton et Hall, 1996 ; Marieb et Lau-
rendeau, 1993 ; Tortora et Anagnostakos, 1988). La régulation de la sécré-
tion biliaire est, en effet, sous le contréle des mécanismes chimiques, hor-
monaux et nerveux. Des substances chimiques dites cholérétiques,
comme les sels biliaires, stimulent la sécrétion biliaire. Pour cette raison,
la présence d'une quantité importante de sels biliaires dans le plasma a
cause du cycle entérohépatique augmente le taux de sécrétion biliaire. La
stimulation du nerf vague ainsi que l'augmentation du débit sanguin
hépatique provoqueront, jusqu'a un certain point, l'accroissement de la
sécrétion biliaire. Enfin, la sécrétine, hormone libérée lors de l'entrée de
l'acide chlorhydrique dans le duodénum et qui stimule la synthese du
suc pancréatique, peut augmenter non pas le taux de production de la
bile, mais son taux d'excrétion (Tortora et Anagnostakos, 1988). Il est
important de préciser le fait que le site d'action de la sécrétine dans le
foie est justement les cellules ductulaires. Il est bien connu que ces der-
niéres, apres la stimulation par la sécrétine, sécrétent dans la bile une
solution riche en ions bicarbonates qui serviront surtout a neutraliser
l'acide contenu dans le duodénum et a maintenir le pH du milieu favora-
ble a I'action des enzymes digestives (Smith et Boyer, 1982).

b) Formation de la bile

Le flux biliaire résulte du transport des acides biliaires et autres
solutés entre le plasma et la bile, dont la combinaison crée un gradient de
concentration dans les canalicules biliaires, lesquels stimulent a leur tour
la formation de la bile (Nathanson et Boyer, 1991). Les scientifiques s'en-
tendent a I'unanimité pour dire que les cellules ductulaires participent
activement dans cette production de la bile. Cette derniére est, en effet, le
résultat d'un travail conjoint des cellules hépatocytaires et des cellules
ductulaires. Ainsi, les sels biliaires, la bilirubine, le cholestérol et la léci-
thine sont sécrétés par les hépatocytes, tandis qu'une grande partie des
ions sodium, chlorures, bicarbonates et de 1'eau sont relachés par les cel-
lules ductulaires (Grubman et autres, 1994). La contribution des cellules
ductulaires dans la production de la bile serait méme de 10 a 15 % chez
le rat, et atteindrait les 40 % chez I'humain (Alpini et autres, 1989 ; Boyer,
1996 ; Nathanson et Boyer 1991). Par leur capacité a moduler le taux de
sécrétion des électrolytes et des autres composants biliaires, les cellules




ductulaires peuvent donc modifier la composition de la bile. De plus, ces
cellules sont capables de réabsorption, ce qui leur inculque un pouvoir
d'influencer les processus biliaires (Alpini et autres, 1988, Alpini et
autres, 1989 ; Grubman et autres, 1994 ; Ishii et autres, 1990 ; Nathanson
et Boyer, 1991 ; Tavoloni, 1987).

c) Influence sur le métabolisme des lipides

En bref, diverses et multiples recherches ont été effectuées sur les
cellules ductulaires provenant de différents modeles. Elles nous ont per-
mis d'élucider plusieurs roles encore trés mal connus des cellules ductu-
laires et d'en découvrir d'autres. Plus importants, les résultats de toutes
les études démontrent que I'épithélium biliaire est constitué de cellules
dynamiques qui participent activement au métabolisme hépatique.
Cependant, un aspect des cellules ductulaires qui reste complétement
inconnu est celui de son métabolisme de lipides et des lipoprotéines. En
effet, jusqu'a maintenant, une seule étude, celle d'Hylemon et coll., a trai-
té de ce sujet (Hylemon et autres, 1989). Ces chercheurs se sont intéressés
au métabolisme du cholestérol et des acides biliaires au niveau des cellu-
les ductulaires provenant du foie de rats. Les résultats de leurs recher-
ches démontrent que les cellules ductulaires sont similaires aux cellules
hépatocytaires pour ce qui est de la conjugaison des acides biliaires a la
glycine et a la taurine, et possiblement I'hydroxylation de l'acide litho-
cholique. Toutefois, toujours selon eux, le métabolisme des acides biliai-
res de cellules ductulaires serait trés différent de celui des hépatocytes,
car I'hydroxylation des acides déoxycholique et ursodéoxycholique qui a
lieu dans ces derniers n'a pas été détectée dans les cellules épithéliales.
Enfin, aucune synthese des acides biliaires n'a été observée a la suite de
leur étude. Cependant, les points intriguants sont, d’abord, la découverte
que les cellules ductulaires sont capables de la biosynthése du cholesté-
rol a partir de l'acétate au méme niveau que les hépatocytes. Ensuite,
leur incorporation de l'acétate dans le cholestérol est inhibée par la mévi-
noline, qui est un inhibiteur compétitif de I'HMG-CoA réductase, en-
zyme limitante de la biosynthese du cholestérol. Ces deux observations
suggerent qu'une biosynthése complete du cholestérol a lieu dans les
cellules ductulaires. Si tel est le cas, il faut des lors que ces cellules posse-
dent le systeme le cytochrome P-450 nécessaire a la biosynthese de ce sté-
rol (Hylemon et autres, 1989). Ce fait ouvre la possibilité de I'existence
d'un métabolisme complet des lipides et des lipoprotéines au niveau des
cellules ductulaires, et démontre la nécessité de poursuivre des études
sur cet aspect.
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d) Implication dans les pathologies

Les cellules des voies biliaires jouent un réle majeur dans la pa-
thophysiologie de plusieurs maladies hépatiques importantes, y compris
la cirrhose primitive biliaire, la cholangite sclérosante, les cholestases, les
rejets apres une transplantation hépatique, etc. Selon des mécanismes en-
core mal connus, on observe dans ces pathologies une prolifération et
des dommages des cellules ductulaires (Desmet, 1985 ; Paradis et autres,
1995 ; Popper, 1990).

l) Nouveau modele de recherche

L'obstacle le plus important a I'avancement des recherches et des
connaissances sur |'épithélium biliaire demeure la difficulté d'obtenir un
modele expérimental fiable. En effet, l'isolation des cellules ductulaires
souléve beaucoup de problemes. Les plus importants d'entre eux pro-
viennent probablement du fait que les cellules ductulaires sont peu nom-
breuses, dispersées a travers le foie et recouvertes par du tissu conjonctif,
leur taille étant similaire a celle des cellules endothéliales et des cellules
de Kupffer (Kumar et Jordan, 1988). En outre, le manque de marqueurs
phénotypiques spécifiques, permettant d'identifier les cellules ductulai-
res et de les distinguer rapidement d'autres types cellulaires, doit aussi
étre pris en considération (Parola et autres, 1990). Plusieurs recherches
effectuées sur des cellules ductulaires ont donc pour but premier leur
isolation et leur culture a court et long terme.

Les expériences ont été le plus souvent réalisées in vivo sur des
foies de rats normaux et anormaux (présentant une cholestase), des foies
des souris avec ou sans obstruction des voies biliaires, des foies de
chiens, de cochons, de vaches, et enfin, sur des foies humains. Le traite-
ment in vive consiste surtout a effectuer la ligature du canal cholédoque,
qui provoque ainsi la prolifération des cellules épithéliales (Sirica et
autres, 1990). De plus, les morceaux de foie humain proviennent souvent
des foies non utilisés pour la greffe hépatique (Demetris et autres, 1988 ;
Sirica et autres, 1990).

A l'exemple de la diversité des modeles in vivo, nombre de
techniques différentes d'isolation cellulaire ont été employées (Sirica
et autres, 1990). Parmi elles, citons la technique de perfusion standard du
foie avec la collagénase (Yang et autres, 1993), la dispersion mécani-
que (Parola et autres, 1988 ; Schier et autres, 1988) suivie de la digestion
enzymatique (p. ex., par la trypsine ou la pronase) (Hofmann, 1994 ;
Ishii et autres, 1989 ; Kumar et Jordan, 1988 ; Parola et autres, 1988),
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I'élutriation, la centrifugation isopicnique sur gradient de métrizamide
(Ishii et autres, 1989), la centrifugation discontinue sur gradient de
Percoll (Sirica et autres, 1985), l'élutriation centrifugative d'adhérence
cellulaire pour éliminer les cellules de Kupffer et les fibroblastes
(Paradis et Sharp, 1989 ; Sirica et autres, 1990 ; Strazzabosco et autres,
1991) et la séparation par immunoaffinité avec les anticorps monoclo-
naux spécifiques contre les antigénes des membranes plasmatiques des
cellules ductulaires (Demetris et autres, 1988 ; Ishii et autres, 1989 ;
Sirica et autres, 1990). Ainsi, en fonction de la technique d'isolation
employée, la viabilité de la population cellulaire peut varier entre 70 %
et 100 %, et la pureté estimée entre 70 % et 95 % (Sirica et autres, 1990).
Les populations cellulaires épithéliales obtenues présentent toujours
un certain pourcentage de contamination avec d'autres types cellulai-
res tels que les hépatocytes et les cellules de Kupffer, et les tentatives
visant a obtenir une pureté cellulaire finale de 100 % ont échoué. Il
s'ensuit que l'interprétation des résultats des études effectuées sur les
modeles in vitro demeure difficile. De plus, on remarque l'absence d'in-
formations concernant l'origine précise des cellules isolées, et ce, en
raison du manque de marqueurs phénotypiques pouvant les identifier.
Sachant que les cellules ductulaires présentent une hétérogénéité fonc-
tionnelle suivant le passage biliaire, I'extrapolation des résultats de
recherche devient encore plus délicate.

Un autre probléeme est celui de la culture cellulaire. En effet,
les cultures primaires a court terme ne fournissent qu'une quantité
limitée de cellules, empéchant ainsi la réalisation de plusieurs expé-
riences simultanées et l'avancement des connaissances. Pour ce qui est
des cultures primaires a long terme, les cellules ont tendance a se
dédifférencier apres plusieurs passages et perdent ainsi plusieurs ca-
ractéristiques phénotypiques et fonctionnelles (Vroman et LaRusso,
1996 ; Yang et autres, 1993). Enfin, dans plusieurs études portant sur
des cultures primaires, on a observé que les cellules ductulaires frai-
chement isolées perdent leur polarité, rendant difficile I'étude de
transport des électrolytes et autres constituants du plasma et de la
bile. Le probléme a été résolu par I'équipe de Vroman (Vroman et La-
Russo, 1996). Cette équipe a réussi a développer un modéle de culture
primaire a long terme a partir de cellules provenant de foie de rat,
conservant l'intégrité des phénotypes, de la morphologie, de la polari-
té et de la réponse aux hormones. Par contre, aucune précision n'a été
donnée quant a la pureté finale des cellules et la formation de structu-
res ductulaires (Vroman et LaRusso, 1996).
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En résumé, plusieurs techniques ont été employées sur les dif-
férents modeles in vivo dans le but d'établir un modele fiable de cellules
ductulaires, ce dernier devant servir a I'avancement de nos connaissan-
ces. Cependant, les résultats obtenus ne sont pas pleinement satisfai-
sants.

Notre équipe a récemment établi une nouvelle lignée de cellules
épithéliales immortalisées dérivant des ductules biliaires et gardant au
maximum les caractéristiques des cellules biliaires normales. Plus précisé-
ment, la lignée cellulaire en question provient des ductules biliaires de sou-
ris transgéniques. Ces dernieres permettent l'isolation et la culture a long
terme des différentes lignées des cellules épithéliales apres leur immortali-
sation (Paradis et autres, 1995). Il est important de préciser que I'immortali-
sation est un processus permettant aux cellules de se diviser indéfiniment
et de produire ainsi des lignées de cellules, toutes identiques, appelées clo-
nes. En outre, l'isolation et l'immortalisation de notre lignée cellulaire ont
été effectuées par des méthodes décrites par Paradis et coll. (Paradis et au-
tres, 1995). Notre lignée cellulaire démontre les mémes attributs que ceux
des cellules ductulaires normales avec ['unique capacité a former des struc-
tures ductulaires. Par ailleurs, les parametres étudiés (cytokératine 19, al-
bumine et gamma-glutamyl-transpeptidase) ont permis d'établir la pureté
cellulaire. De plus, nous pourrions soumettre ces derniéres aux tests histo-
chimiques utilisant les marqueurs pour la présence des hépatocytes et des
fibroblastes (glucose 6-phosphatase, a-fétoprotéine), afin d'appuyer nos
conclusions sur la pureté cellulaire. Enfin, l'avantage important de notre
modele cellulaire est un rendement de cellules illimité.

Nous avons donc a notre disposition un outil de recherche puis-
sant qui, nous l'espérons, permettra de répondre avec plus d'exactitude a
diverses questions, particuliéerement celles concernant le métabolisme
des lipides.

IV) Syntheése et sécrétion des lipides

Les cellules épithéliales biliaires ont été supplémentées avec un
milieu de culture riche contenant le [*C]-acide oléique afin de détermi-
ner leur aptitude a élaborer les différentes classes de lipides. Aprés une
incubation de 20 heures, nous avons pu assister a l'incorporation subs-
tantielle du [*C]-acide oléique dans les triglycérides, phospholipides et
esters de cholestérol au niveau cellulaire. Le méme marqueur radioactif a
permis d'observer la formation de toutes les classes de phospholipides, a
savoir la sphingomyéline, la phosphatidylcholine, la phosphatidylserine,




la phosphatidylinositol et la phoshatidylethanolamine. Par contre, la
quantité limitée des lipides radioactifs dans le milieu refléte le peu d'ap-
titude des cellules ductulaires a les sécréter.

Le foie et l'intestin sont les deux organes reconnus pour la manu-
facture des triglycérides. Fréquemment, la monoacylglycérol transférase,
enzyme microsomale responsable de la synthese des triglycérides, a été
décrite dans les hépatocytes et entérocytes (Vlahcevic et autres, 1994).
Clest dans ces deux types de cellules que réside l'essentiel de l'activité
pour l'élaboration des triglycérides, transportés essentiellement en forme
de lipoprotéines. L'originalité de nos études révele que les cellules ductu-
laires ont le plein potentiel de synthétiser les triglycérides en grande
quantité. Toutefois, a l'encontre des hépatocytes et des entérocytes, les
cellules ductulaires n'ont pas la capacité d'exporter les différentes formes
de glycérides. Il est possible que ces anomalies soient dues a la déficience
des cellules ductulaires a produire les apoprotéines indispensables a I'as-
semblage et a l'exocytose des lipoprotéines. Bien entendu, des études
sont requises pour confirmer cette hypothese. On peut déja éliminer la
probabilité voulant que les phospholipides soient au centre des désor-
dres des sécrétions lipoprotéiniques. Si Vance et collaborateurs ont mis
en évidence le role de la phosphatidylcholine dans la sécrétion des li-
poprotéines (Yao et Vance, 1988 ; Yao et Vance, 1989), il est a noter que
les cellules ductulaires ont le potentiel de former non seulement la phos-
phatidylcholine, mais aussi toutes les classes de phospholipides, ne cons-
tituant pas ainsi le facteur limitant dans le défaut de sécrétion des lipo-
protéines. Les phospholipides sont pareillement importants pour la
structure des membranes cellulaires et le renouvellement des cellules
ductulaires. Les phospholipides locaux peuvent aussi recirculer dans la
bile, connue pour son considérable contenu en phospholipides. Cepen-
dant, nos résultats ne laissent pas croire que cette solution de rechange
soit possible étant donné le transport négligeable des phospholipides par
les cellules ductulaires.

La littérature a rapporté assez souvent l'aptitude des cellules
ductulaires a modifier le flux et le contenu biliaire (Alpini et autres,
1988 ; Alpini et autres, 1989 ; Grubman et autres, 1994 ; Nathanson et
Boyer, 1991 ; Tavoloni, 1987). Ces altérations peuvent probablement s'ef-
fectuer soit par la captation des électrolytes de la bile par I'épithélium bi-
liaire, soit par la sécrétion de la bile dérivant de I'épithélium biliaire.
Nous voyons donc le potentiel d'intervention de I'épithélium biliaire
dans les événements touchant a la formation de la bile et a son trans-
port. Nos résultats illustrent également le role de I'épithélium biliaire
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dans la formation des acides biliaires et du cholestérol, qui peuvent venir
concentrer la bile dans ces composantes. Notons que nos études, dé-
montrant la capacité sécrétoire de 1'épithélium biliaire, n'ont pas tenté
d'examiner si ce tissu est aussi capable de captation du cholestérol et
des acides biliaires.

Cependant, des travaux indirects antérieurs ont suggéré que
I'épithélium biliaire serait démuni de cytochrome P-450, un systeme hau-
tement nécessaire pour l'activation d' HMG-CoA réductase (enzyme limi-
tante de la synthése du cholestérol) et de la cholestérol 7a-hydroxylase
(enzyme contrélant la production des acides biliaires) (Desmet, 1994 ; Pa-
rola et autres, 1988 ; Parola et autres, 1990 ; Sirica et autres, 1990). Il est
évident que des études additionnelles sont indispensables pour confir-
mer l'activité de ces enzymes et leur immunodétection dans I'épithélium
biliaire. Nos démarches expérimentales, utilisant des marqueurs radioac-
tifs, ont aussi démontré la capacité des cellules ductulaires a élaborer
toutes les classes d'acides biliaires (taurolitho, taurocholate, taurocheno,
glycocholate, glycocheno, acide cholique, chenodéoxycholate, glycolitho,
lithocholique). Ces acides biliaires ne sont pas retenus a l'intérieur des
cellules ductulaires, probablement a cause de leur toxicité, et sont large-
ment exportés vers le milieu de culture. Néanmoins, dans la situation in
vivo, nous ignorons la destination des acides biliaires sécrétés ; ils peu-
vent se rendre directement dans le bile, aller a la circulation sanguine
pour aboutir dans les cellules hépatocytaires, ou bien étre transférés di-
rectement des cellules ductulaires aux hépatocytes. Nous avons l'inten-
tion de répondre a ces questions grace aux expériences a venir.

L'épithélium biliaire a été maintes fois impliqué dans des situa-
tions pathophysiologiques (Desmet, 1985 ; Paradis et autres, 1995 ; Pop-
per, 1990). On se rappelle les maladies cholestatiques démonstratives
de la sensibilité de ce tissu. L'hyperlipémie est frappante dans la plu-
part des pathologies cholestatiques (Levy et autres, 1995). En outre, on
trouve des LpX dans le plasma des patients porteurs de désordres cho-
lestatiques. Jusqu'ici, seuls les hépatocytes ont été cités comme respon-
sables de la surproduction lipidique. Nos résultats, pourtant, nous por-
tent a croire que l'épithélium biliaire, considérablement ramifié, pour-
rait également contribuer aux taux considérablement élevés des lipides
circulants. La disponibilité de notre modele cellulaire peut, a l'avenir,
nous aider a évaluer le role de I'épithélium biliaire dans la physiologie
normale ainsi que dans diverses pathophysiologies impliquant le méta-
bolisme lipidique.
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V) Conclusion

L'épithélium biliaire remplit probablement plusieurs fonctions
importantes dans le métabolisme hépatique. A l'opposé du concept
dépassé le considérant comme un simple conduit passif, le modéle des
cellules ductulaires en culture démontre une fonction dynamique dans la
synthese des lipides neutres, phospholipides et acides biliaires. Ce méme
modele pourra étre utile pour élucider le role de I'épithélium biliaire
dans différentes pathophysiologies hépatobiliaires.
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Résumé

a fibrose hépatique est un processus cicatriciel accompagnant la

plupart des maladies chroniques du foie de l'enfant, qu’elles

soient d’origine biliaire, virale, auto-immune, métabolique ou
toxique. Le traitement précoce de la maladie causale peut limiter I'évolu-
tion fibrosante, mais cette derniére progresse malgré tout parfois vers la
cirrhose et ses complications. La rapidité d'évolution dépend également
de I'age, du degré d'inflammation hépatique et de facteurs surajoutés.

) Infroduction

La fibrose hépatique se définit histologiquement par I'accumula-
tion excessive de matrice extracellulaire dans le parenchyme hépatique.
C’est un processus cicatriciel, potentiellement réversible, faisant suite
aux lésions chroniques du foie. Son expression ultime est la cirrhose,
caractérisée par une fibrose mutilante avec transformation de I'architec-
ture hépatique et formation de nodules parenchymateux de structure
anormale (voir chapitre par Tuchweber et coll.).

La fibrose complique la plupart des maladies chroniques du foie
de I'enfant, qu’elles soient d’origine biliaire, virale, auto-immune, métaboli-
que, toxique, etc. (tableau 1) Malgré le traitement de la maladie causale, elle
peut progresser dans certains cas vers la cirrhose et ses complications.




Tableau 1

Principales maladies hépatiques pouvant entrainer

une fibrose/cirrhose chez l’enfant

Maladies biliaires
Atrésie des voies biliaires
Dilatation congénitale de la voie biliaire
principale
Stéenose de la voie biliaire principale
Cholangite sclérosante
Paucité des voies biliaires intrahépatiques
Cholestases intrahépatiques fibrogénes
familiales
Autres cholestases familiales
Fibrose hépatique congénitale
Maladie de Caroli

Maladies métaboliques
Maladie de Wilson
Déficit en al-antitrypsine
Mucoviscidose
Galactosemie
Tyrosinémie
Intolérance héréditaire au fructose
Cytopathies mitochondriales
Glycogénoses type I, IV
Hémochromatose
Maladie de Gaucher
Maladie de Niemann-Pick type C
Maladie de Wolman
Porphyrie hépatique
Maladies péroxysomales
Déficit de synthése des acides biliaires
primaires

Maladies infectieuses
Cytomégalovirus
Herpes simplex virus
Rubéole
Toxoplasmose
Syphilis
Hépatite chronique a virus B, C
Schistosomiase
Cholangites ascendantes

Maladies auto-immunes
Hépatites auto-immunes

Maladies vasculaires
Syndrome de Budd-Chiari
Maladie veino-occlusive
Péricardite constrictive
Insuffisance cardiaque congestive

Maladies nutritionnelles
Hypervitaminose A
Alimentation parentérale exclusive
Malnutrition

Toxiques
Médicaments
Toxines naturelles
Produits chimiques
Radiothérapie

La fibrose hépatique est suspectée cliniquement par la décou-
verte d'une hépatomégalie de consistance dure, associée éventuellement
a des signes cliniques d’hépatopathie chronique (érythéme palmaire,

La rapidité d’évolution est variable selon I"age (une cirrhose peut appa-
raitre en quelques semaines ou mois chez le nouveau-né, alors qu’il faut
des mois ou années chez le grand enfant ou l'adulte), le degré d'inflam-
mation hépatique, I'étiologie et les facteurs surajoutés (cholangites bacté-
riennes, infection virale, surcharge en fer) (tableau 2).

Il) Diagnostic et suivi de la fibrose hépatique chez I'enfant
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angiomes stellaires, hippocratisme digital) ou d’hypertension portale
(splénomégalie, circulation veineuse collatérale, ascite) lorsqu’elle est
évoluée. Comme chez I'adulte, de nombreux symptomes non spécifiques
sont associés a I"évolution cirrhogene. Seuls le retard de croissance et le
retard pubertaire sont spécifiques de 1"age pédiatrique.

La biopsie hépatique permet de confirmer le diagnostic de fi-
brose. L'étude histologique permet d’apprécier I'importance du dépot
de matrice extracellulaire, qui peut étre évaluée a l'aide de méthodes
semi-quantitatives comme le score de Knodell ou le systeme Métavir.
Les méthodes de quantification plus précises (morphométrie par ana-
lyse d’'image), I'étude de l'expression de certains composés matriciels
(protéine, ARN messager) ou de cytokines modulant la fibrogenese --
transforming growth factor (TGF)-a, TGF-B -- sont actuellement réser-
vées a la recherche. L'examen histologique du foie nécessite toutefois
la réalisation d'une biopsie, geste invasif qui ne peut étre répété fré-
quemment.

Des efforts ont donc été consacrés a trouver des marqueurs séri-
ques reflétant le dépot de fibrose dans le foie : enzymes intervenant dans
la production ou la modulation de la matrice extracellulaire (lysyl oxy-
dase, prolyl hydroxylase) ; molécules composant la matrice extracellu-
laire (acide hyaluronique, collagenes de types IV et VI, laminine) ; pro-
peptides précurseurs de composants de la matrice extracellulaire
(propeptides des collagenes I, III et IV) ; cytokines profibrogéniques

Tableau 2 Fréquence et délai d’évolution vers la cirrhose hépatique
a l'age pédiatrique selon l'étiologie

Mécanisme Etiologie Délai Fréquence
Cholestase - Atrésie des voies biliaires Mois 100 %
- Cholangite sclérosante Années 100 %
- Syndrome d’Alagille Années 10 — 20 %
- Cholestases intrahépatiques Annees 100 %

familiales progressives

Inflammatoire - Hépatite virale B RBerte: 1 — 10 %
- Hépatite virale C Années L—5%
- Hépatite auto-immune Mois-années 90 %
Meétabolique - Tyrosinémie (non traitée par NTBC) Mois 100 %
- Mucoviscidose Années 10 — 15 %

- Mitochondriopathies Mois ?
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(TGF-B, fibroblast growth factor) ; enzymes impliquées dans la dégradation
de la matrice extracellulaire (matrix metalloproteinase-2, tissue inhibitor of
matrix metalloproteinase-1, 2).

Malheureusement, ces marqueurs renseignent imparfaitement
sur le degré de fibrose hépatique pour plusieurs raisons : ils refletent en
général le renouvellement et non le dépdt matriciel, et peuvent étre quasi
normaux en cas de fibrose importante, mais inactive ; aucune de ces mo-
lécules n’est spécifique du foie, et leur taux circulant peut étre influencé
par une atteinte inflammatoire d’autres tissus ; les taux sériques sont
affectés par la clairance de ces substances, laquelle peut étre perturbée
par une dysfonction endothéliale ou de sécrétion biliaire.

Les molécules étudiées chez I'enfant sont I'acide hyaluronique, le
collagene de type VI et le propeptide du collagene III. Dans l'atrésie des
voies biliaires, les taux sériques de laminine et des propeptides des colla-
genes | et Il ne sont pas corrélés avec la sévérité de la fibrose (Sasaki et
autres, 1992 ; Trivedi et autres, 1995). Le taux sérique de TGF-f n’est pas
corrélé au degré de fibrose hépatique chez des enfants atteints de muco-
viscidose ou d’atrésie des voies biliaires (Rosensweig et autres, 1998).
Plus intéressants semblent étre I'acide hyaluronique, dont le taux sérique
est corrélé avec le pronostic (Trivedi et autres, 1995 ; Kobayashi et autres,
1999) et avec le degré de fibrose (Hasegawa et autres, 2000) aprés por-
toentérostomie dans l'atrésie des voies biliaires, et le collagene VI, dont
le taux sérique permet de séparer les sujets mucoviscidosiques avec ou
sans fibrose hépatique (Gerling et autres, 1997).

ll) Les principales maladies hépatiques fibrosantes chez I'enfant

A) Cholestases

L'atrésie des voies biliaires est le résultat d'un processus inflamma-
toire progressif débutant dans les premieres semaines de vie, d'étiologie
inconnue, touchant les voies biliaires extra et intrahépatiques, et aboutis-
sant a la fibrose et a I'obstruction de I'arbre biliaire (Balistreri et autres,
1996). Les lésions de fibrose (figure 1a) sont précoces, souvent importan-
tes deés la biopsie initiale. Elles sont associées a une cholestase sévere,
une prolifération ductulaire, une production importante de TGF-p1 par
les structures ductulaires ou les cellules inflammatoires environnantes,
ou les deux (Ramm et autres, 1998 ; Lamireau et autres, 1999 ; Faiz Kabir
Uddin Ahmed et autres, 2000). Touchant environ 5 naissances sur 100
000 en France (Chardot et autres, 1999), I'atrésie des voies biliaires est la
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La fibrose est importante et précoce, avec prolifération ductulaire et thrombi biliaires, dans
Iatrésie des voies biliaires (a), et minime ou absente dans la paucité des voies biliaires
syndromiques (b). Dans les cholestases intrahépatiques familiales progressives, la fibrose
est surtout intralobulaire avec désorganisation du parenchyme dans les types 1 et 2 (c),
et portale avec prolifération ductulaire et thrombi biliaires dans le type 3 (d).

cause la plus fréquente de cholestase néonatale et représente la moitié
des indications a la transplantation hépatique en pédiatrie. En I"absence
de traitement, les enfants décedent de cirrhose biliaire terminale avant
I'age de 2 ans (Balistreri et autres, 1996). La portoentérostomie de Kasai
permet la restauration d'un flux biliaire et le déjaunissement dans 80 %
des cas lorsqu’elle est pratiquée avant 60 jours de vie, mais dans seule-
ment 20 % apres 90 jours (Kasai et autres, 1974 ; Laurent et autres, 1990 ;
Balistreri et autres, 1996 ; Altman et autres, 1997 ; Chardot et autres,
1999). Les autres facteurs influengant le succes de I'intervention sont le
diametre (> 150 pm) des canaux biliaires visibles a la plaque hilaire, le
degré de fibrose et d’atteinte des voies biliaires intrahépatiques a la biop-
sie initiale, I'expérience du chirurgien, la survenue ultérieure de cholan-
gites bactériennes ascendantes et les malformations congénitales asso-
ciées (10 a 20 % des cas) (McClement et autres, 1985 ; Tan et autres, 1994 ;




Balistreri et autres, 1996 ; Chardot et autres, 1999 ; McKiernan et autres,
2000 ; Schweizer et autres, 2000). Environ un tiers des enfants doivent
étre transplantés pour échec de I'intervention de Kasai et cirrhose termi-
nale avant 1'age de 2 ans (Balistreri et autres, 1996). Méme en cas de suc-
cés de l'intervention, 1'évolution fibrosante se poursuit plus ou moins ra-
pidement, et un deuxiéme tiers des enfants sont transplantés avant I'age
de 10 ans en raison d'une hypertension portale progressive. Le tiers res-
tant survit sans transplantation apres 1"age de 10 ans, mais seulement 9 %
ont des transaminases normales et pas d’hypertension portale (Laurent
et autres, 1990). Globalement, on estime que 80 % des enfants ayant une
intervention de Kasai seront candidats a la transplantation hépatique
(Laurent et autres, 1990). Apres transplantation, la survie est de 83 % a
1anetde 78 % a5 ans (Goss et autres, 1996).

La cholangite sclérosante est caractérisée par une inflammation de
I'arbre biliaire entrainant sténoses et dilatations, accompagnée d'une
fibrose périductulaire. Survenant dans 15 % des cas chez le nouveau-né,
elle atteint plus souvent I'enfant plus grand, ou elle est associée dans
70 % des cas a une pathologie extrahépatique, le plus fréquemment une
maladie inflammatoire du tube digestif, une histiocytose X ou un déficit
immunitaire (Debray et autres, 1994 ; Sisto et autres, 1987 ; Wilschanski
et autres, 1995). Une fibrose portale (figure 2) est présente de fagon quasi
constante au moment du diagnostic (el-Shabrawi et autres, 1987 ; Debray
et autres, 1994). Chez I'enfant, il semble que la progression vers la cirr-
hose soit moins rapide que chez I'adulte (Floreani et autres, 1999). Néan-
moins, une cirrhose biliaire terminale survient a I'age pédiatrique dans

Figure 2

Au stade précoce de la cholangite sclérosante (a), il existe un infiltrat inflammatoire péricana-
laire, envahissant la lame bordante, puis les lésions évoluent vers la fibrose portale exten-
sive avec disparition des structures ductulaires a un stade avancé (b).
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34 % (Wilschanski et autres, 1995) a 46 % (Debray et autres, 1994) des cas.
Bien qu’'une normalisation du bilan biologique sous acide ursodésoxy-
cholique ait été rapportée chez quelques patients (Debray et autres,
1994), les effets de ce traitement sur la progression de la maladie chez
I'enfant restent a préciser.

Le syndrome d’Alagille est caractérisé par l"association d'une cho-
lestase liée a une paucité des voies biliaires intrahépatiques, une dys-
morphie faciale, des anomalies cardiaque, oculaire, vertébrale et rénale
(Alagille et autres, 1975). La mutation du gene Jagged 1 entrainerait un
défaut de développement des canaux biliaires qui se poursuit apres la
naissance, avec aggravation de la paucité des voies biliaires intrahépati-
ques. Par contre, la fibrose est généralement absente ou minime en pé-
riode néonatale (figure 1b) et peu évolutive (Shirahase et autres, 1995).
Cette différence avec 'évolution fibrosante plus rapide des autres cau-
ses de cholestases néonatales, est probablement en relation avec la dis-
crétion des lésions inflammatoires, 1’absence de sécrétion de cytokines
et d’activation importante des myofibroblastes in sifu (Lamireau et au-
tres, 1999). Néanmoins, en particulier en cas de cholestase sévere per-
sistant apres 1'age de 1 an, les lésions peuvent progresser avec l'age
vers une fibrose importante, voire une cirrhose dans 10 a 20 % des cas
(Alagille et autres, 1975 ; Emerick et autres, 1999). Une transplantation
hépatique peut étre nécessaire dans 21 % (Emerick et autres, 1999) a
31 % (Hoffenberg et autres, 1995) des cas, dont I'indication est toutefois
tant la présence d’une cholestase sévere accompagnée de fractures os-
seuses, xanthomes séveres et prurit intraitable que 1'évolution vers la
cirrhose terminale avec hypertension portale ou insuffisance hépatocel-
lulaire, ou les deux (Cardona et autres, 1995 ; Hoffenberg et autres,
1995 ; Emerick et autres, 1999).

Les cholestases intrahépatiques progressives familiales (CIPF) consti-
tuent un groupe hétérogene de maladies autosomales récessives, pour
lesquelles a été montrée la responsabilité de trois genes (FICI, 2 et 3) qui
codent pour des transporteurs canaliculaires intervenant dans la sécré-
tion de bile par I’hépatocyte.

FIC1, codant pour une ATPase (Bull et autres, 1998), et FIC2,
codant pour un transporteur des acides biliaires appelé BSEP (Bile Salt
Export Pump) (Jansen et autres, 1999), sont impliqués dans la maladie
et le syndrome de Byler (Clayton et autres, 1969 ; Linarelli et autres,
1972), se traduisant par une CIFP débutant en général par une cholestase
dans les premiers mois de vie, avec yGT normales. La fibrose apparait




précocement (75 % des cas a 2 ans), touchant les espaces portes, mais
aussi la zone centrolobulaire (figure Ic) ; sa progression est cependant va-
riable. L’évolution est parfois trés rapide, menant a la cirrhose des la
petite enfance, ou plus lente, restant modérée a 1’adolescence
(Whitington et autres, 1994 ; Jacquemin, 1997). Elle est améliorée par
l'acide ursodésoxycholique (Jacquemin et autres, 1997) et surtout par la
dérivation biliaire externe partielle (Whitington et autres, 1994). En cas
d’échec, la transplantation hépatique est nécessaire.

FIC3 code pour MDR3 (multidrug resistance P-glycoprotein de
type 3) transportant les phospholipides dans la bile, se traduisant par
une CIFP débutant dans la premiére année de vie, avec yGT élevées
(Deleuze et autres, 1996 ; de Vree et autres, 1998). L'histologie montre
une fibrose portale avec infiltrat inflammatoire, prolifération ductu-
laire et thrombi biliaires (figure 1d), suggérant un mécanisme obstruc-
tif, mais sans anomalies lors de l'opacification des voies biliaires
(Deleuez et autres, 1996). L'absence de phospholipides dans la bile
rendrait celle-ci plus lithogene, entrainant une obstruction des petites
voies biliaires, ou permettrait I’action détergente des acides biliaires
hydrophobes. L'évolution se fait en quelques années vers la cirrhose
biliaire, qui peut toutefois étre présente des les premiers mois chez
quelques patients (Jacquemin et autres, 2001). L'acide ursodésoxy-
cholique permet une amélioration clinique et biochimique dans envi-
ron 40-50 % des cas, et histologique pour certains patients (Jacquemin
et autres, 1997, 2001). En l’absence d’ameélioration, une transplanta-
tion hépatique est nécessaire dans la premiere décade (Jacquemin et
autres, 2001).

B) Maladies inflammatoires

Hépatite chronique & virus B

Le passage a la chronicité survient chez 90 % des nouveau-nés en
cas de transmission périnatale et chez 20 a 30 % des sujets contamines
dans l'enfance (Stevens et autres, 1975 ; Bortolotti et autres, 1990). L’évo-
lution est généralement bénigne méme en cas de réplication active (Lok
et Lai, 1988), mais peut toutefois se faire vers la cirrhose dans environ 3 a
11 % des cas (Bortolotti et autres, 1981, 1990, 1998 ; Ruiz-Moreno et autres,
1989) et chez un tiers des enfants ayant des lésions d’hépatite chronique
a la biopsie (Vajro et autres, 1990). Le risque de développer un hépato-
carcinome serait élevé en cas de contamination périnatale (Ince et
Wands, 1999), pouvant survenir dés la petite enfance et en 'absence de
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cirrhose avérée (Leuschner et autres, 1988 ; Cheah et autres, 1991 ; Borto-
lotti et autres, 1998).

L’évolution virologique spontanée et aprés traitement est hétéro-
gene, dépendant en particulier de I'dge de contamination, mais aussi de
I'origine géographique et de facteurs socioéconomiques. En cas de trans-
mission périnatale dans la population asiatique, l'efficacité de l'interfé-
ron est faible (Lai et autres, 1987). Chez les patients européens et infectés
apres la période néonatale, une réponse virale est obtenue chez 26 a 50 %
des enfants traités par interféron (Ruiz-Moreno et autres, 1990, 1991 ; Utili
et autres, 1991 ; Sokal et autres, 1993 ; Barbera et autres, 1994 ; Gregorio
et autres, 1996 ; Vajro et autres, 1996 ; Sokal et autres, 1998), soit en
moyenne 30 % des cas (Jara and Bortolotti, 1999). Les résultats d’essais
thérapeutiques en cours combinant interféron et antiviraux chez 1'enfant
ne sont pas encore connus.

Hépatite chronique a virus C

La transmission périnatale du virus C survient dans environ 5 %
des grossesses chez les meéres infectées, et aboutit dans la majorité des cas a
un portage chronique chez I'enfant (Palomba et autres, 1996 ; Tovo et au-
tres, 2000). En cas de transmission sanguine, presque la moitié des enfants
éliminent spontanément le virus a long terme (Vogt et autres, 1999). Lors-
que l'infection a virus C est isolée, la fibrose reste absente ou modérée dans
plus de 80 % des cas (Kage et autres, 1997 ; Garcia-Monzon et autres, 1998 ;
Guido et autres, 1998 ; Vogt et autres, 1999). Il semble néanmoins qu'il
existe une progression des lésions puisque le score de fibrose est corrélé a
I'age — il est plus élevé en cas de transmission périnatale — et a la durée
de l'infection (Badizadegan et autres, 1998 ; Guido et autres, 1998). Il est
également corrélé a I'importance des lésions inflammatoires (Guido et au-
tres, 1998). Une cirrhose est rapportée dans 0 a 8 % des cas (Kage et autres,
1997 ; Badizadegan et autres, 1998 ; Giodo et autres, 1998 ; Vogt et autres,
1999). Chez des enfants thalassémiques polytransfusés, avec une surcharge
en fer associée ou une co-infection par le VIH, les lésions sont plus séveres
avec une évolution vers la cirrhose dans 11 % des cas (Lai et autres, 1993 ;
Clemente et autres, 1994 ; Komatsu et autres, 1996 ; Kage et autres, 1997).
L’analyse des études évaluant I'efficacité de I'interféron chez I'enfant (Ruiz-
Moreno et autres, 1992 ; Bortolotti et autres, 1995 ; lorio et autres, 1996 ;
Matsuoka et autres, 1997 ; Jonas et autres, 1998 ; Sawada et autres, 1998 ; Jo-
nas, 1999) montre globalement une réponse dans 58 % (6 mois de traite-
ment) et 71 % des cas (12 mois de traitement), et un rapport cotit-bénéfice
favorable (Sinha et Das, 2000). Il n'y pas actuellement d’étude disponible




sur l'efficacité du traitement combinant interféron et ribavirine. L'interfé-
ron semble avoir chez I'adulte une action antifibrosante directe (Manabe et
autres, 1993 ; Sobesky et autres, 1999), mais cet aspect n’a pas été étudié
chez I'enfant.

Hépatite auto-iImmune

L’hépatite auto-immune est définie par une inflammation chroni-
que détruisant progressivement le foie, associée a la présence d’anticorps
anti-muscle lisse ou anti-noyaux (type I), ou encore, anti-microsome de
foie et de rein de type 1, ou enfin, anti-cytosol hépatique de type 1
(type 2). Son évolution spontanée est fluctuante, source de retard dia-
gnostique. Une cirrhose est présente au moment du diagnostic dans 38 a
89 % des cas pédiatriques (Vajro et autres, 1990 ; Maggiore et autres,
1993 ; Gregorio et autres, 1997). La fibrose peut encore se développer
quelques mois apres le début du traitement immunosuppresseur, mais
est en général stabilisée par ce dernier et peut méme régresser, comme
cela a été rapporté chez I'adulte (Schvarcz et autres, 1993 ; Dufour et au-
tres, 1997). Ces données soulignent l'intérét d'un diagnostic précoce et
d’un traitement immunosuppresseur « agressif » et prolongé.

C) Maladies métaboliques

Des lésions de fibrose peuvent se voir trés précocement dans la
galactosémie, mais régressent apres exclusion du lactose de l'alimentation
(Applebaum et Thaler, 1975).

Dans la tyrosinémie, 'évolution fibrosante se poursuit en cas de
régime seul, et une transplantation hépatique est constamment néces-
saire a plus ou moins longue échéance pour cirrhose décompensée ou
hépatocarcinome, ou les deux (Larochelle et autres, 1973 ; Paradis et
autres, 1990). En cas de dépistage néonatal, la mise en route deés les pre-
miéres semaines de vie d'un traitement par NTBC évite la constitution
d’une cirrhose et la survenue d"hépatocarcinome.

Au cours de la mucoviscidose, 1'atteinte hépatique survient essen-
tiellement dans la premiére décennie de la vie (Colombo et autres, 2002).
L'obstruction des canaux biliaires entraine une fibrose d'abord focale, qui
peut s'étendre et progresser vers la cirrhose multilobulaire chez 15 a
20 % des enfants (Colombo et autres, 2002).

Deux formes évolutives d’atteinte hépatique peuvent se voir
au cours des cytopathies mitochondriales : une forme néonatale sévere
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survenant des les premieres semaines de vie (Cormier et autres, 1991 ;
Fayon et autres, 1992 ; Bioulac-Sage et autres, 1993 ; Cormier-Daire et
autres, 1997) et une forme plus tardive débutant apres I'age de 2 mois
(Cormier-Daire et autres, 1997). L'examen histologique montre des lé-
sions de stéatose micro et macrovésiculaire, une dégénérescence hépa-
tocytaire focale et une fibrose portale avec prolifération ductulaire, qui
évoluent en quelques mois vers la cirrhose microvésiculaire. L'évolu-
tion se fait en général rapidement vers la mort dans un tableau d’insuf-
fisance hépatique associée généralement a une détérioration neurologi-
que, ce qui contre-indique la transplantation hépatique (Thomson et
autres, 1998 ; Delarue et autres, 2000). Il a été récemment rapporté une
évolution favorable apres transplantation hépatique dans certaines for-
mes modérées sans atteinte extrahépatique (Rake et autres, 2000 ; Du-
bern et autres, 2001). Néanmoins, l'atteinte neurologique peut étre
asymptomatique et doit étre systématiquement recherchée avant la
décision de transplantation (Thomson et autres, 1998 ; Rake et autres,
2000 ; Dubern et autres, 2001).

La maladie de Wilson débute avant I'age de 15 ans dans 50 a 65 %
des cas, par une atteinte hépatique qui peut étre soit une hépatite aigué,
voire fulminante, soit une hépatite chronique révélée par des signes
d'hypertension portale. Une cirrhose a été rapportée chez l'enfant des
l'age de 5 ans (Dorney et autres, 1986), pouvant progresser malgré le trai-
tement chélateur vers l'insuffisance hépatique nécessitant une transplan-
tation (Sternlieb, 1984).

Le déficit en al-antitrypsine homozygote (PiZZ) touche de 1/1600 a
1/2000 naissance, et s'exprime par une atteinte hépatique dans 10 a 15 %
des cas avant 20 ans (Sveger et autres, 1976). La survenue d'une choles-
tase néonatale prolongée suivie plusieurs années plus tard d'une cirrhose
est évocatrice de déficit en al-antitrypsine (Sveger et autres, 1988). L'évo-
lutivité de la cirrhose est lente et le recours a la transplanplantation peut
étre nécessaire a I'age pédiatrique (Putman et autres, 1977).

Une fibrose hépatique en regle discréte peut accompagner
l'atteinte hépatique de la glycogenose de type III, mais I'évolution vers la
cirrhose et I'hypertension portale reste exceptionnelle. Une cirrhose avec
insuffisance hépatique apparait par contre précocement dans la glycoge-
nose de type IV (Hers et autres, 1989).
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[V) Conclusion

La fibrose hépatique accompagne de nombreuses maladies du
foie chez l'enfant. Le traitement précoce de la maladie causale peut limiter
I'évolution fibrosante, mais cette derniére progresse malgré tout parfois
vers la cirrhose et ses complications. La rapidité d'évolution dépend éga-
lement de I'age, du degré d'inflammation hépatique et de facteurs sura-
jouteés.
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LA FIBROSE HEPATIQUE :
PERSPECTIVES THERAPEUTIQUES

Philippe Mavier
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Résumeé

a fibrose hépatique est définie par l'accumulation excessive

dans le foie de composants matriciels synthétisés par des cellu-

les de phénotype myofibroblastique. La fibrose est un proces-
sus dynamique, conséquence non seulement d'une synthése excessive
de ces composants (fibrogenese), mais aussi d'une diminution de leur
dégradation (fibrolyse) par les métalloprotéases de la matrice extracellu-
laire. Fibrogenese et fibrolyse sont sous le contréle de diverses cytokines,
parmi lesquelles le transforming growth factor-f1 (TGF-B1) joue un role
prépondérant. Au cours des dernieres années, d'importants progres dans
la compréhension des mécanismes du développement de la fibrose ont
éte réalisés. Ces progres permettent maintenant de définir des stratégies
thérapeutiques précises et spécifiques : 1) inhiber la prolifération des
cellules myofibroblastiques ou leur synthése de protéines matricielles, ou
les deux ; 2) stimuler I'expression ou l'activité des métalloprotéases
matricielles, ou les deux ; 3) inhiber directement les cytokines profibrogé-
niques majeures, comme le TGF-f1 ; 4) induire l'apoptose des cellules
profibrogéniques. Idéalement, les futurs médicaments antifibrosants
devraient étre ciblés vers le foie, plus précisément vers les cellules myo-
fibroblastiques, pour en limiter les effets secondaires. Une stratégie
innovante tirant profit de I'existence de récepteurs de surface spécifiques
de ces cellules est en cours d’évaluation. De plus, pour une application
a I’étre humain, le médicament idéal devrait avoir la propriété de pou-
voir entrainer la régression d'une fibrose constituée. Des molécules en
nombre croissant et agissant a des niveaux différents de la cascade fibro-
génique sont actuellement testées pour leurs effets antifibrosants chez
I'animal. Ces recherches font entrevoir I'espoir de pouvoir disposer, dans




un futur que I'on espere proche, d'un traitement de la fibrose hépatique
efficace et bien toléré chez I’humain.

) Infroduction

La fibrose hépatique se définit par l'accumulation excessive de
composants matriciels dans le foie (Gressner, 1991 ; Friedman, 1993, voir
le chapitre par Tuchweber et coll.). En plus de 'augmentation quantita-
tive du collagene et des autres protéines matricielles, elle se caractérise
par des changements qualitatifs concernant la nature des composants
matriciels déposés et leur distribution dans le foie. Il est maintenant
admis que la fibrose hépatique est la résultante d'une balance entre une
production excessive de composants matriciels par des cellules de phé-
notype myofibroblastique (fibrogenese) et une diminution de leur dégra-
dation (fibrolyse).

La fibrose hépatique complique toutes les maladies chroniques
du foie, qu'elles soient dues a un alcoolisme chronique, & une infection
virale B ou C, ou qu'elles soient d'origine auto-immune, biliaire, parasi-
taire ou médicamenteuse. Le traitement idéal de la fibrose hépatique
est le traitement de sa cause. Toutefois, dans beaucoup de cas, soit
parce qu’il n'y a pas de traitement de la maladie causale disponible,
soit parce que le traitement est inopérant, la maladie progresse vers la
cirrhose et ses complications : insuffisance hépatocellulaire, hyperten-
sion portale et carcinome hépatocellulaire. Inhiber directement les
meécanismes responsables du développement de la fibrose hépatique se
révele donc une approche thérapeutique des maladies chroniques du
foie tres importante.

Il) Les fraitements actuels

Plusieurs médicaments tels que les glucocorticoides, la colchicine
ou la D-pénicillamine ont été testés dans les maladies chroniques du foie.
Bien que ces médicaments aient des propriétés antifibrosantes dans des
modeles expérimentaux (Rojkind et Kershenobich, 1975 ; Sterling et
autres, 1983 ; Weiner et autres, 1987), il est maintenant admis que, chez
I’humain, I'effet des glucocorticoides et de la D-pénicillamine sur la pro-
gression de la fibrose hépatique est réduit (Czaja et autres, 1980 ; Epstein
et autres, 1981 ; Matloff et autres, 1982 ; Taal et autres, 1983 ; Davis et
autres, 1984 ; Bodenheimer et autres, 1985 ; Dickson et autres, 1985 ;
Neuberger et autres, 1985). De plus, ces deux médicaments exposent
a de nombreux effets secondaires qui ne permettent pas de les utiliser a
long terme comme traitement général de la fibrose hépatique. Quant a la
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colchicine, des effets bénéfiques sur la survie et les lésions histologiques
avaient été observés dans une étude contrdlée effectuée chez des patients
ayant des cirrhoses de cause variée (Kershenobich et autres, 1988). Ces
résultats n‘ont toutefois pas été confirmés dans plusieurs études effec-
tuées chez des patients ayant une cirrhose biliaire primitive (Kaplan et
autres, 1986 ; Warnes et autres, 1987 ; Bodenheimer et autres, 1988) ou
une hépatopathie alcoolique (Trinchet et autres, 1989).

IIl) Les perspectives thérapeutiques

A) Rappel physiopathologique

Au cours des derniéres années, d'importants progres ont été réali-
sés dans la compréhension des mécanismes responsables du développe-
ment de la fibrose hépatique. Ces mécanismes devraient constituer une
base rationnelle pour le développement de médicaments antifibrosants
efficaces et spécifiques.

Schématiquement, la fibrose hépatique est définie par 'accumu-
lation anormale de composants de la matrice extracellulaire synthétisés
et sécrétés par des cellules myofibroblastiques dont il existe plusieurs
types (cellules étoilées du foie et fibroblastes portaux, voir le chapitre par
Tuchweber et coll.). Les changements phénotypiques de ces cellules,
leurs capacités prolifératives et de synthése de composants matriciels
sont sous le controle de diverses cytokines profibrogéniques produites
par des cellules inflammatoires ou les myofibroblastes eux-mémes (voir
les chapitres par Uchio et coll., et Tuchweber et coll.). Il est maintenant
admis que la fibrose hépatique est un processus dynamique, largement
amplifié par l'inhibition de la fibrolyse physiologique (Gressner, 1991).
Le remodelage tissulaire est principalement assuré par les protéases de
la famille des matrix metalloproteinases (MMP) (Woessner, 1991 ; Werb et
Chin, 1998 ; Nagase et Woessner, 1999). Quatre sous-familles de MMP,
chacune ayant une spécificité de substrat, ont été identifiées dans le foie :
les collagénases interstitielles (MMP-1 et MMP-13), la stromélysine-1
(MMP-3), les gélatinases (MMP-2 et MMP-9) et des MMP a domaine
transmembranaire (MT-MMP) (Milani et autres, 1994 ; Vyas et autres,
1995 ; Iredale et autres, 1995, 1996, 1998 ; Takahara et autres, 1997). L'ac-
tivité des MMP est étroitement régulée par les tissus inhibitors of matrix
metalloproteinases (TIMP), dont le chef de file est le TIMP-1 (Nagase
et Woessner, 1999). Au cours du développement de la fibrose hépati-
que, la diminution de la fibrolyse est due a l'inhibition de I'expression
des collagénases interstitielles et, surtout, a une synthese excessive de
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TIMP-1 par les myofibroblastes hépatiques (Benyon et autres, 1996 ;
Herbst et autres, 1997). Il est maintenant démontré que la fibrose hépati-
que est un processus potentiellement réversible, notamment lorsque sa
cause a disparu (Benyon et Iredale, 2000 ; Hammel et autres, 2001). La re-
versibilité de la fibrose hépatique est caractérisée par I'apoptose des cel-
lules myofibroblastiques, la réexpression intrahépatique de la collagé-
nase interstitielle et la diminution de synthése de TIMP-1 (Iredale et au-
tres, 1998 ; Watanabe et autres, 2000).

Sur la base de ces données physiopathologiques, différentes stra-
tégies de traitement peuvent étre proposées (figure 1) : 1) inhiber la trans-
formation des cellules étoilées du foie, la prolifération des cellules myofi-
broblastiques ou leur synthése de composants matriciels ; 2) stimuler la

Figure 1

Cytokines

Apoptose
/ \\

_’ Myofibroblastes

(Protéines (Proteases/
mommellos ornproteoses]

, Fibrogenese \ Fibrolyse

N

Fibrose hepatique

Fibroblostes

Stratégies thérapeutiques. 1) Inhiber I'activation des cellules fibrogéniques (CEF, cellules étoi-
lées du foie), leur prolifération ou leur syntheése de composants matriciels; 2) stimuler la
dégradation de la matrice; 3) inhiber les cytokines; 4) induire I'apoptose des cellules myofi-
broblastiques
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dégradation de la matrice extracellulaire en agissant sur la balance pro-
téase/antiprotéase (limuro, 2003) ; 3) inhiber directement les cytokines
régulatrices ; 4) induire l'apoptose des cellules myofibroblastiques
(Wright, 2001). Idéalement, les futurs médicaments devraient étre ciblés
vers le foie, notamment vers les cellules fibrogéniques, et ce, d'une part,
pour limiter leurs effets secondaires systémiques et, d’autre part, pour
delivrer dans le foie de fortes concentrations du médicament. Pour cela,
deux solutions avaient été proposées : 1) encapsuler les médicaments
dans des particules, liposomes ou fantdmes d’hématies, sélectivement
captées par les macrophages hépatiques (Gressner, 1991) ; 2) concevoir
des médicaments sous forme de pro-médicaments, inactifs par eux-
mémes et sélectivement activés dans le foie (Bickel et autres, 1991). Une
approche différente, trés séduisante, a été récemment proposée par Bel-
jaars et autres (2000, 2003) : cibler les médicaments vers les cellules fibro-
geniques a l'aide de transporteurs recouverts de peptides cycliques re-
connus par des récepteurs fortement exprimés dans ces cellules, comme
le récepteur du collagéne VI ou celui du platelet-derived growth factor
(PDGF). Pour une application large a 'humain, le médicament antifibro-
sant idéal devrait aussi démontrer sa capacité a faire régresser une fi-
brose constituée.

B) Les molécules antifibrosantes

La listes des molécules capables d’inhiber le développement de
la fibrose n'a cessé de s'allonger au cours des derniéres années
(tableau 1). 11 faut toutefois souligner que, pour beaucoup de ces molécu-
les, 'efficacité n’est démontrée que chez I'animal, le plus souvent a titre
préventif, et que leur toxicité a long terme chez I'humain n’est pas
connue. Pour cette raison, nous n'aborderons dans ce chapitre que
I'étude de molécules potentiellement utilisables ou déja utilisées chez
’humain et de molécules modeles.

Les interférons. L'interféron-a et l'interféron-y sont bien connus
pour leurs propriétés antivirales et immunomodulatrices. Ces deux
molécules inhibent aussi in vitro la prolifération des cellules mésenchy-
mateuses (notamment celle des cellules fibrogéniques hépatiques) et leur
synthése de collagene (Baron et autres, 1991 ; Rockey et autres, 1992 ;
Mallat et autres, 1995). En accord avec ces données in vitro, l'interfé-
ron-y ralentit le développement de la fibrose dans divers modeles de
fibrose, hépatique ou non (Giri et autres, 1986 ; Czaja et autres, 1989 ;
Baroni et autres, 1996), et, chez I'humain, dans la sclérodermie, la mala-
die de Dupuytren ou les cicatrices hypertrophiques (Kahan et autres,




Tableau 1 Molécules ayant des propriétés antifibrosantes
(liste non exhaustive)

Interféron-a et interféron-y Pentoxifylline

Vitamine E Halofuginone (Pines et autres, 1997)
Phosphatidylcholine Sho-saiko-to (Shimizu et autres, 1999)
Inhibiteurs de la prolyl hydroxylase Fumagilline (Wang et autres, 2000)
Inhibiteurs de la lysyl oxydase Tetrandrine (Park et autres, 2000)
Interleukine-10 Rapamycine

Antagonistes des récepteurs al noradrénergiques | Thiazolidinediones

Inhibiteurs du systéme rénine-angiotensine Anti-TGF-B1

Facteur de croissance hépatocytaire (HGF)

1989 ; Granstein et autres, 1990 ; Pittet et autres, 1994). Quant a l'interfé-
ron-a, les résultats des études effectuées chez les patients traités pour
une hépatite chronique virale C montrent que le traitement pourrait aus-
si avoir une action antifibrosante directe, indépendante de ses propriétés
antivirales (Manabe et autres, 1993 ; Sobesky et autres, 1999). Ces résul-
tats méritent toutefois d’étre confirmés.

La vitamine E (alpha-tocophérol). Le stress oxydatif et la pe-
roxydation lipidique secondaires aux lésions hépatocytaires stimulent la
fibrogenese hépatique (Bédossa et autres, 1994 ; Houglum et autres,
1997a). Du fait de ses propriétés antioxydantes, la vitamine E a été testée
expérimentalement chez l'animal pour ses propriétés antifibrosantes.
Dans deux modéles animaux, apres injection de tétrachlorure de carbone
(CClLy) ou de fer, la vitamine E inhibe le développement de la fibrose
hépatique, I'expression des ARN messagers des procollagénes et la proli-
fération des cellules fibrogéniques (Parola et autres, 1992 ; Pietrangelo et
autres, 1995 ; Halim et autres, 1997). L'effet antifibrosant de la vitamine E
s’explique en partie par 'inhibition de la transformation myofibroblasti-
que des cellules étoilées du foie (Lee et autres, 1995). Chez I'humain, une
étude pilote récente, effectuée chez six patients atteints d’hépatite chroni-
que virale C, montre qu'un traitement de huit semaines par la vitamine E
réduit la synthese hépatique de collagéne de type I (Houglum et autres,
1997b). Bien entendu, ces résultats devront étre confirmés par des études
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contrdlées incluant de nombreux patients suivis sur une période prolon-
gée, avant que la vitamine E ne soit utilisée comme traitement de la fi-
brose chez I'humain.

La phosphatidylcholine (lécithine polyinsaturée). La phosphati-
dylcholine est un phospholipide membranaire. In vitro, les cellules étoi-
lées du foie incubées en présence de la molécule libérent une activite
collagénase interstitielle (Li et autres, 1992). En accord avec ces données,
I'administration de phosphatidylcholine a des babouins soumis a un
régime enrichi en alcool prévient de maniére spectaculaire le développe-
ment d"une fibrose hépatique extensive, alors qu’elle n"'empéche pas I'ap-
parition de la stéatose (Lieber et autres, 1994). Des résultats similaires ont
été observés dans deux modeles de fibrose non alcoolique chez le rat
(apres injections de CCly ou d’albumine hétérologue) et, plus important,
dans le modeéle CCly, la phosphatidylcholine accélérait la régression des
lésions lorsque la molécule était administrée apres constitution de la
fibrose (Ma et autres, 1996). En plus de stimuler la dégradation de la
matrice, d’autres mécanismes pourraient expliquer 1'effet antifibrosant
de la phosphatidylcholine : inhibition de la transformation myofibro-
blastique des cellules étoilées du foie (Poniachik et autres, 1999), effet
antioxydant (Aleynik et autres, 1997), protection des hépatocytes par une
action antiapoptotique (Mi et autres, 2000).

Les inhibiteurs de la lysyl oxydase. La lysyl oxydase, enzyme
synthétisée par les cellules fibrogéniques, joue un réle majeur dans la sta-
bilisation de la matrice extracellulaire. Elle catalyse la formation de liai-
sons croisées covalentes entre les molécules de collagene et, de ce fait, les
rend résistantes a la dégradation par les MMP. L’expression de cette
enzyme est augmentée dans la fibrose hépatique (Desmouliére et autres,
1997). Les inhibiteurs de la lysyl oxydase pourraient donc faciliter la
dégradation de la fibrose. Leur intérét dans le traitement de la fibrose est
en cours d'évaluation (Franklin, 1995).

Les inhibiteurs de la prolyl hydroxylase. La prolyl hydroxylase
est une enzyme clé dans la voie de synthese du collageéne, responsable de
I'hydroxylation de résidus proline des chaine alpha (Pihlajaniemi et
autres, 1991). Les groupements hydroxyles ainsi formés interagissent en-
tre eux par des liaisons hydrogénes qui stabilisent la triple hélice de la
molécule de procollagene. Les molécules non hydroxylées sont instables
a température physiologique et rapidement dégradées avant leur sécré-
tion dans le milieu extracellulaire. Plusieurs inhibiteurs de la prolyl
hydroxylase ont été synthétisés. Deux d'entre eux ont été congus comme




des pro-médicaments inactifs (S 0885 et HOE 077), activés sélectivement
dans les hépatocytes (Bickel et autres, 1991). Expérimentalement, les ef-
fets bénéfiques du HOE 077 ont été confirmés dans plusieurs modéles de
fibrose hépatique (Bickel et autres, 1991 ; Boker et autres, 1991 ; Sakaida
et autres, 1996 ; Matsumura et autres, 1997) ; dans I'un de ces modeéles
(CCly), seul le foie était la cible des effets de la molécule (Bickel et autres,
1991). On peut toutefois s'interroger sur le mécanisme réel d'action du
HOE 077 et donc sa sélectivité hépatique, car : 1) dans deux des études
précédentes, il diminuait I'expression des ARN messagers des procolla-
genes et le nombre de cellules fibrogéniques (Sakaida et autres, 1996 ;
Matsumura et autres, 1997) et 2) un travail récent montre que le HOE 077
inhibe directement la transformation des cellules étoilées du foie en
culture (Wang et autres, 1998b).

L’interleukine-10 et la rapamycine. L'interleukine-10 est syn-
thétisée par les lymphocytes T de phénotype Th2, les lymphocytes B,
les mastocytes et les cellules étoilées du foie (Wang et autres, 1998a).
Elle inhibe la synthese de cytokines proinflammatoires, comme le tu-
mor necrosis factor-e, 1'interféron-y, l'interleukine-1 ou l'interleukine-2,
et, de ce fait, possede des fonctions anti-inflammatoires et immuno-
suppressives. Un petit nombre d'études expérimentales, effectuées no-
tamment chez des souris dont le gene interleukine-10 est invalidé,
montre que cette molécule a des effets antifibrosants (Louis et autres,
1998 ; Thompson et autres, 1998), liés, d"une part, a la diminution de
synthese de TGF-B1 (Louis et autres, 1998) et, d"autre part, a une action
directe de l'interleukine-10 sur les cellules étoilées du foie (inhibition
de synthese de collagene de type I et augmentation de syntheése de col-
lagénase interstitielle par ces cellules) (Wang et autres, 1998a ). Fait im-
portant, des effets antifibrosants notables de l'interleukine-10 ont été
récemment rapportés chez I'humain dans une étude de recherche de
dose effectuée chez 22 patients atteints d’hépatite C (Nelson et autres,
2000) ; dans cette étude, 'administration d’interleukine-10 pendant 90
jours réduisait I'activité de I'hépatite chez 19 des 22 patients, le score
de fibrose chez 14 d'entre eux, alors que la virémie était inchangée et
qu'aucun effet secondaire notable n'était observé. Malgré 1'enthou-
siasme que suscite cette étude, ces résultats doivent étre interprétés
avec prudence, car ils sont en contradiction avec la notion générale que
les cytokines Th2 sont profibrogéniques alors que les cytokines Thl
ont des effets inverses (Shi et autres, 1997). De plus, de multiples tra-
vaux montrent que l'interleukine-10 peut avoir des effets pro- ou anti-
fibrogéniques selon le contexte cellulaire (Schuppan et Hahn, 2000),
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soulignant ainsi la complexité de la réponse a cette interleukine et la
nécessité de poursuivre les études précliniques.

La rapamycine (sirolimus) est un antibiotique de la famille des
macrolides aux effets immunosuppresseurs et antiprolifératifs marqués
(Cardenas et autres, 1995). Ce médicament est actuellement testé dans
des études cliniques de phase IIl dans la prévention ou le traitement du
rejet de greffe d'organe. Expérimentalement, dans le modele de fibrose
hépatique induite par l'injection de CCly, la rapamycine inhibe 'appari-
tion des lésions histologiques de fibrose ainsi que le contenu hépatique
en collagene et I'expression des ARN messagers du collagéne de type | et
du TGF-B1 (Zhu et autres, 1999). In vitro, cet immunosuppresseur est
antiprolifératif vis-a-vis des cellules étoilées du foie en culture (Zhu et
autres, 1999). Il n'est actuellement pas montré que des effets similaires
s’observent chez I"humain. Si tel était le cas, la rapamycine pourrait avoir
un intérét majeur chez les malades transplantés du foie pour cirrhose
virale C chez lesquels la réinfection quasi constante du foie par le virus
est associée a une fibrogenese accélérée (Prieto et autres, 1999).

Les antagonistes des récepteurs a; noradrénergiques et les inhi-
biteurs du systéme rénine-angiotensine. Il est admis que le foie recoit
une innervation adrénergique et plusieurs études suggerent que les caté-
cholamines modulent, dans un sens ou dans l'autre, le développement
de la fibrose. Il a récemment été montré que la dénervation adrénergique
par la 6-hydroxydopamine inhibe chez le rat le développement de la
fibrose aprés administration de CCly et que cet effet pourrait étre princi-
palement lié a la diminution de I'expression du TIMP-1, donc a l'aug-
mentation de la fibrolyse (Dubuisson, 2002). Dans le méme travail, des
effets similaires étaient observés apres administration d'un antagoniste
pharmacologique des récepteurs oy noradrénergiques, la prazozine, sug-
gérant que cette classe de molécule pourrait avoir un intérét dans le trai-
tement de la fibrose hépatique, chez 'humain.

Des études de polymorphisme génétiques montrent qu'il existe
une relation positive entre le génotype fort producteur d’angiotensino-
gene et le stade de fibrose chez des patients infectés par le virus de I'hé-
patite C (Powell, 2000). De plus, I'angiotensine II (ATII) stimule la contrac-
tion et la prolifération des cellules étoilées du foie humaines de phéno-
type myofibroblastique et cet effet est médié par les récepteurs de type 1
de I’ATII (Bataller, 2000). En accord avec ces données, il a été récemment
démontré que deux inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I’angioten-
sine, le captopril et le perindopril, inhibaient le développement de la




fibrose hépatique induite chez le rat, respectivement par une ligature de
la voie biliaire principale (Jonsson, 2001) et 'administration de sérum de
porc (Yoshiji, 2001). Dans ce dernier modele, il était également montré
qu'un antagoniste des récepteurs de type 1 de I'ATII, le candesartan,
avait aussi des propriétés antifibrosantes (Yoshiji, 2001). De nombreuses
molécules antagonistes des récepteurs o noradrénergiques ou des récep-
teurs de I'ATIl ainsi que de nombreux inhibiteurs de l'enzyme de
conversion sont couramment utilisés chez I’humain pour leur action an-
tihypertensive. Les résultats des études testant actuellement ces classes
de molécules dans les hépatopathies chroniques devraient permettre de
déterminer dans un proche avenir si elles ralentissent le développement
de la fibrose hépatique chez I’humain.

Les thiazolidinediones. PPAR-y (peroxisome proliferator-activated
receptor-y) est un facteur transcriptionnel appartenant a la superfamille
des récepteurs nucléaires dont 'activité est ligand-dépendante. PPAR-y
est exprimé dans les cellules étoilées du foie quiescentes et le niveau
d’expression de ce facteur comme son activité transcriptionnelle dimi-
nuent au cours de l'activation de ces cellules en culture (Galli, 2000).
Toutefois, méme si le niveau d’expression de PPAR-y dans les cellules de
phénotype myofibroblastique est faible, 'activation du récepteur par ses
ligands spécifiques diminue la prolifération cellulaire induite par le
PDGF et inhibe 1'expression de l'actine a-musculaire lisse (Galli, 2000).
Les thiazolidinediones, médicaments utilisés dans le traitement du dia-
bete, sont des ligands de PPAR-y. Il a été récemment montré que I'admi-
nistration orale de deux molécules de cette classe de médicaments, la
pioglitazone et la rosiglitazone, inhibait le dévelopement de la fibrose
hépatique dans trois modéles expérimentaux, apreés administration de
CCly ou de diméthylnitrosamine et ligature de la voie biliaire principale
(Galli, 2002). Si de tels effets antifibrosants se confirment chez I’humain,
ces médicaments pourraient avoir un intérét tout particulier dans le trai-
tement des stéato-hépatites non alcooliques, car la pioglitazone, en plus
d’effets antifibrosants directs, pourrait aussi réduire le syndrome d’insu-
linorésistance (Promrat, 2004).

Le facteur de croissance hépatocytaire (hepatocyte growth fac-
tor, HGF). L'HGF est surtout connu pour ses effets mitogéniques a
l'égard des hépatocytes et son role dans la régénération hépatique. L'ad-
ministration intraveineuse d'HGF est également antifibrogénique dans
plusieurs modeles expérimentaux de fibrose hépatique (Matsuda et
autres, 1997 ; Sato et autres, 2000). Ces résultats ont été confirmés dans
un travail récent montrant que la transfection du gene du HGF dans le
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muscle strié squelettique de rats préalablement intoxiqués par la dimé-
thynitrosamine améliorait les lésions de fibrose et la survie des animaux
(Ueki et autres, 1999). Aucun effet secondaire extrahépatique n’était noté
chez ces animaux. Les effets antifibrogéniques du HGF pourraient s'ex-
pliquer par une diminution de l'expression intrahépatique du TGF-f1
(Ueki et autres, 1999) ou l'augmentation de synthese de MMP-1 par les
cellules étoilées du foie (Ozaki et autres, 1999).

Inactivation du TGF-f1. Il est admis que le TGF-B1 est une cyto-
kine profibrogénique majeure. Le TGF-f1 stimule la transformation
myofibroblastique des cellules étoilées du foie et surtout la synthese des
protéines matricielles par ces cellules (Gressner, 1991). 1l est aussi mito-
génique vis-a-vis des cellules myofibroblastiques humaines (Win et
autres, 1993) et inhibe la fibrolyse physiologique (Gressner, 1991). Ses
effets sont médiés par l'intermédiaire de deux type de récepteurs de
haute affinité, TBRI et TBRII. Apres fixation du ligand sur TRRII, les deux
types de récepteurs s’oligomérisent entre eux pour former un hétéroté-
tramere qui, aprés phosphorylation du TBRI par une kinase présente
dans le domaine cytoplasmique du TBRII, transmet le signal a la cellule
(Luo et Lodish, 1996). La transfection dans les cellules fibrogéniques
d’un mutant dominant négatif du TBRII pourrait bloquer la transmis-
sion du signal TGF-B1 et avoir des effets antifibrosants (Yamamoto et
autres, 1996). Cette approche séduisante a été récemment validée par Qi
et autres (1999) ; chez le rat, l'injection intraportale d'un vecteur adénovi-
ral contenant le TBRII tronqué dans son domaine kinase prévenait le dé-
veloppement de la fibrose hépatique induite par la diméthylnitrosamine
(Qi et autres, 1999 ; Nakamura et autres, 2000). Cette étude est le premier
exemple d'une stratégie fondée sur l'inactivation sélective d'une cyto-
kine profibrogénique majeure. L'extension de cette stratégie a I’humain
n’est toutefois envisageable qu’a la condition qu'un tel récepteur tronqué
soit ciblé dans le foie et sil est montré qu’il peut réverser une fibrose
constituée.

IV) Conclusion

Des progres importants ont été faits dans la compréhension des
mécanismes responsables du développement de la fibrose hépatique. La
connaissance de ces mécanismes permet maintenant de définir des stra-
tégies antifibrosantes spécifiques et sélectives, comme l'illustre I'exemple
des récepteurs tronqués du TGF-B1. Les futurs médicaments antifibro-
sants devront bien entendu exercer leurs effets dans le foie, sans interfé-
rer avec le renouvellement physiologique de la matrice extracellulaire




des autres tissus. A cet égard, les travaux de Beljaars et autres (2000)
ouvrent des perspectives nouvelles en matiére de ciblage des médica-
ments vers les cellules fibrogéniques. Pour une application large a I'hu-
main, les futurs médicaments antifibrosants devront se montrer efficaces
lorsque la fibrose est constituée, c’est-a-dire étre capables de la faire
régresser. Un certain nombre de molécules actuellement a 1'étude ont
effectivement cette propriété. L’accélération de la recherche dans le
domaine de la fibrose hépatique et de son traitement fait donc entrevoir
I'espoir de pouvoir disposer dans un futur proche d’un traitement de la
fibrose hépatique efficace et bien toléré chez 'humain.
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CONCLUSION GENERALE

Alexis Desmouliere
et Beatriz Tuchweber

ans le foie, différents facteurs — viraux, immunologiques, médi-

camenteux, notamment — peuvent provoquer un dommage du

tissu hépatique. Apres la lésion, différentes étapes se succedent,
conduisant a la réparation tissulaire. Apres une phase d’inflammation,
un tissu de granulation se développe, puis, lorsque la lésion est réparée,
disparait par apoptose des cellules qui le composent et remodelage de la
matrice extracellulaire. Au cours d’une lésion chronique, lorsque le tissu
de granulation continue a se développer, on observe 'apparition d’une
cicatrisation excessive qui se traduit au niveau des organes par le déve-
loppement d"une fibrose. Cette fibrose est provoquée par une accumula-
tion excessive de matrice extracellulaire que les protéases ne peuvent
parvenir a résorber.

Les trées nombreux travaux sur les facteurs de croissance et les
cytokines qui sont fortement impliqués dans la fibrogenese, laissaient en-
trevoir, en tentant d’inhiber leur action, la mise en place de thérapeuti-
ques efficaces pour stopper I'activation des cellules déposant la matrice
extracellulaire, et donc pour traiter ou ralentir le processus fibrosant. Ce-
pendant, en absence d'une analyse globale des différents mécanismes en
cause dans la réparation tissulaire, le développement de thérapeutiques
dérivant de ces recherches se révele, pour l'instant, globalement déce-
vant. En effet, de trés nombreuses données doivent encore étre analy-
sées, et il faut tenir compte aussi de la matrice extracellulaire, des protéa-
ses et de leurs inhibiteurs, de I"environnement mécanique. Il faut s"effor-
cer de comprendre les mécanismes qui se développent trés précocement
apres la lésion afin de définir des cibles spécifiques sur lesquelles agir
rapidement.

De nombreux chercheurs ont récemment tenté de découvrir les
bases moléculaires permettant d’expliquer la fibrogenese ; cet aspect ne
concerne pas particulierement le présent ouvrage. Cependant, briéve-
ment, nous souhaitons souligner que les bases moléculaires de l'activa-
tion (transformation myofibroblastique, modification de I'expression des
genes) des cellules étoilées du foie et de leurs interactions avec d’autres
types cellulaires et avec la matrice extracellulaire, ont été tres étudiées.




De nombreux chercheurs ont examiné in vitro le role des cytokines et des
facteurs de croissance ainsi que les signaux intracellulaires qu‘ils déclen-
chent. Un aspect prometteur a concerné la découverte des voies de trans-
duction du signal induit par le transforming growth factor-p3 et les possibi-
lités d’inactiver certaines de ces voies par des agents chimiques. Pour
certains de ces facteurs, des études réalisées chez I'animal avec différents
modeles expérimentaux ont été tres bien corrélées avec les observations
tirées de I"étude des processus pathologiques décrits chez I’humain.

[l apparait que I'activation initiale des cellules étoilées du foie et
des autres cellules fibrogéniques de cet organe (notamment, les fibro-
blastes portaux) peut étre induite par des stimuli produits par la lésion
hépatique et impliquant les cellules voisines, hépatocytes, cellules épi-
théliales biliaires, cellules de Kupffer, leucocytes circulants, plaquettes et
cellules endothéliales sinusoidales. Le stress oxydant, par exemple, re-
présente une situation complexe mettant en jeu différentes populations
cellulaires qui produisent alors de nombreux médiateurs pouvant intera-
gir entre eux. De plus, des études indiquent que 'activation des cellules
fibrogéniques peut étre manipulée en contrélant I'expression de certains
facteurs de transcription. Ainsi, la différenciation et la prolifération des
myofibroblastes peuvent étre modifiées de cette maniére. Enfin, les as-
pects concernant les interactions entre cellules étoilées du foie et matrice
extracellulaire, et le role de ces interactions dans les processus apoptoti-
ques, représentent un domaine trés étudié qui peut conduire au dévelop-
pement de stratégies nouvelles pour stimuler le remodelage et la résolu-
tion des lésions fibreuses.

Dans le présent ouvrage, des données récentes a la fois fonda-
mentales et cliniques démontrent les avancées spectaculaires des dernie-
res années permettant de mieux comprendre les mécanismes impliqués.
De nouvelles thérapeutiques peuvent étre envisagées maintenant qui
pourront ralentir ou inhiber la fibrogenése dans des maladies telles que
les hépatites, au cours desquelles il est bien connu qu'une fibrose se dé-
veloppe. Actuellement, il n’existe pas de thérapies spécifiques pour inhi-
ber la fibrogenese, mais la connaissance des cellules impliquées dans la
fibrogenese et des mécanismes conduisant a leur activation offre des ci-
bles potentielles spécifiques au sujet desquelles des thérapies originales
sont en développement.
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Dans de nombreuses maladies chroniques du foie comme les hépatites
virales (particulierement B et C) ou la maladie alcoolique du fole, la fibrose
hépatique est la principale complication. Son stade évolutif ultime est la
cirrhose qui est une maladie grave (morbidité et mortalité importantes). La
prévention de la progression de la fibrose vers la cirrhose est donc un
objectif majeur. De plus, dans 80% des cas, les carcinomes hépatocellu-
laires se developpent sur un foie cirrhotique. Le traitement des maladies
causales peut freiner le développement de la fibrose hépatique, mais il
n'existe pas aujourd'hui de traitement spécifique capable d'interférer avec
le processus de fibrogenése.

Dans cet ouvrage, des données récentes a la fois fondamentales et
cliniques ont été analysées. Elles démontrent les avancées spectaculaires
qui ont été réalisées ces dernieres années, permettant ainsi de mieux
comprendre les mécanismes impliqués. Grace notamment a l'apport de la
biologie moléculaire, de nouvelles thérapeutiques, mieux ciblées, sont en
développement. Elles pourront ralentir ou inhiber fa fibrogenése. En
limitant le développement des fibroses et des cirrhoses, il est probable que
l'on puisse dans un avenir relativement proche limiter la survenue des
carcinomes hépatocellulaires.
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