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RESUME

RESUME

Le rble athéroprotecteur des HDL (High Density Lipoprotein) est principalement
attribué a leur participation essentielle a la voie de Transport Retour du Cholestérol (RCT)
dans laquelle les HDL épurent les cellules des tissus périphériques de leur exces de
cholestérol pour ramener celui-ci au foie, ou il sera élimviaéles voies biliaires. Notre
équipe a décrit a la surface d’hépatocytes humains une nouvelle voie de captation des HDL
dans laquelle 'apoA-I, la protéine majoritaire des HDL, se lie et active une gg&toHase
induisant la production d’ADP extracellulaire. Ce dernier active une signalisation dépendante
du récepteur nucléotidique PY qui stimulein fine I'endocytose des holoparticules HDL
(protéines et lipides).

Dans ces travaux, nous avons mis en évidence a la surface des hépatocytes humains un
mécanisme de régulation de cette nouvelle voie d’endocytose des HDL. Celui-ci implique la
participation d’'une enzyme a activité adénylate kinase (AK: 2&BFPP+AMP). Nous
avons observé qu'un traitement sur des hépatocytes humains ¢HepGhépatocytes
primaires humains) avec un inhibiteur d’activité¢ AK, Ap5A, inhibe fortement la conversion
de 'ADP en ATP dans le milieu extracellulaire. De plus, un traitement avec I’Ap5A stimule
I'endocytose de HDL radiomarquées par les hépatocytes, effet qui est aboli en présence d’'IF
un inhibiteur de l'activité ATPase de I'ecto-fATPase. Ainsi, a la surface des hépatocytes
humains, une activité AK régule de facon constitutive et négativement 'endocytose des HDL
en consommant I’ADP extracellulaire généré par I'egtdFPase.

Mes travaux ont également permis de démontrer I'implication physiologique de la
voie ecto-l-ATPase/P2Y; dans le RCTin vivo chez la sourisEn effet, apres injection de
macrophages chargés en cholestérol radiomarqué, nous avons observé une diminution de la
radioactivité associée aux acides biliaires et aux lipides neutres dans les feces des souris
invalidées pour P2) en comparaison avec des souris sauvages. De plus, linvalidation de
P2Y 13 chez la souris induit une diminution de la concentration hépatique en cholestérol et des
sécrétions biliaires en cholestérol. Inversement, une activation de; PAY un traitement
avec le Cangrelor, un agoniste partiel de BPRYnduit une augmentation des sécrétions
biliaires en cholestérol chez des souris sauvages ainsi que chez des souris invalidées pour SR-
B1. Des résultats préliminaires suggerent que l'invalidation dgf2duit une augmentation
du développement de I'athérosclérose chez la souris. Ainsi, une activation de la voig ecto-F
ATPase/P2Y¥; pourrait constituer une nouvelle stratégie thérapeutique contre

|'athérosclérose.

-11 -



-12 -



AVANT PROPOS

AVANT PROPOS

Le cholestérol est un lipide essentiel de la cellule eucaryote. Il est un constituant vital
des membranes plasmiques et permet de leur conférer fluidité et perméabilité. De plus, le
cholestérol est le précurseur de différentes molécules telles que les hormones stéroidiennes, la
vitamine D et les acides biliaires, ces derniers étant indispensables a I'absorption intestinale
du cholestérol.

L’homéostasie du cholestérol est un équilibre subtil entre son absorption intestinale a
partir de I'alimentation, sa biosynthese endogéne essentiellement hépatique et son élimination
dans les feces sous forme de cholestérol libre ou d'acides biliaires. Une dérégulation de
’'homéostasie du cholestérol peut étre a l'origine d’'une hypercholestérolémie qui est un
facteur de risque important pour les maladies cardiovasculaires telles que I'athérosclérose. De
nombreuses études épidémiologiques ont mis en évidence que le taux plasmatique de HDL
(High Density Lipoprotein) est inversement corrélé avec lincidence des maladies
cardiovasculaires. Le rble athéroprotecteur des HDL est principalement attribué a leur
participation essentielle dans la voie de Transport Retour du Cholestérol (RCT) qui est 'une
des principales voies d’élimination du cholestérol dans l'organisme. Dans cette voie de
transport retour du cholestérol, les HDL captent le cholestérol au niveau des cellules
périphériques, puis le ramenent au niveau du foie ou il sera dans un second temps sécrété dans
la bile. Une partie de ce cholestérol sécrété dans la bile sous forme de cholestérol libre ou
d’acides biliaires sera réabsorbée par l'intestin et le reste sera éliminé dans les feces. Par leur
réle dans le RCT et leurs différentes autres propriétés athéroprotectrices (anti-oxydant, anti-
inflammatoire, anti-thrombotique, protection de I'endothélium...), les HDL apparaissent
comme des cibles thérapeutiques intéressantes pour le traitement de I'athérosclérose.

Dans ce contexte, notre équipe s’intéresse depuis plusieurs années au métabolisme des
HDL et plus précisément a la captation hépatique de ces lipoprotéines qui constitue I'une des
dernieres étapes du RCT. Les travaux de |'équipe ont permis d'identifier au niveau
d’hépatocytes humains, une nouvelle voie d’endocytose des HDL. Dans cette voie, la liaison
de I'apoA-I, la protéine majoritaire des HDL, sur une ect®FPase stimule son activité
ATP hydrolase. L’ADP extracellulaire ainsi généré va induire l'activation du récepteur
purinergigue P2Y¥; conduisant a I'endocytose des holoparticules HDL (protéines et lipides)
pa un site de liaison de basse affinité d’identité encore inconnue. Cette nouvelle voie
d’endocytose des HDL pourrait constituer une potentielle nouvelle cible thérapeutique dans le

traitement de l'athérosclérose. Ainsi, au cours de mon doctorat, je me suis intéressée aux
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mécanismes de régulation de cette voie d’endocytose des HDL par les hépatocytes humains.
Mes travaux ont permis de mettre en évidence, a la surface des hépatocytes humains, une
activité adénylate kinase qui régule négativement et de facon constitutive I'endocytose des
HDL en consommant '’ADP extracellulaire généré par I'ectéFPase. La suite de mon
dodorat s’est concentrée sur I'étude de I'implication physiologiguévo de cette voie dans

le métabolisme du cholestérol chez la souris. Mes travaux ont permis de démontrer
'implication physiologique du récepteur PZYdans le RCT. De plus, des résultats
préliminaires suggerent que le récepteur B2¥st impligué dans le développement de
I'athérosclérose. Ainsi, la voie ectg-ATPase/P2Y3 et plus précisément le récepteur P2Y
pourrait constituer une nouvelle cible thérapeutique dans le traitement de I'athérosclérose.

Afin de mieux aborder I'ensemble de ces résultats, ce mémoire est composé d'un
premier chapitre décrivant les difféerents éléments participant a ’lhoméostasie du cholestérol
tels que le RCT qui sera décrit avec plus de précisions. Le second chapitre décrira le
développement de I'athérosclérose, ainsi que les différents rbles athéroprotecteurs des HDL et
les difféerentes stratégies thérapeutiques existantes ou futures ciblant les HDL pour le
traitement de I'athérosclérose. Le troisieme chapitre sera consacré aux différents résultats

expérimentaux obtenus au cours de ce doctorat et aux perspectives ouvertes par ces travaux.
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L’homéostasie du cholestérol est principalement maintenue par un contrdle précis de
la balance du cholestérol entre les apports d’origine alimentaire (absorption intestinale) ou de
la synthése endogene majoritairement hépatique et les dépenses qui correspondent a son
utilisation et son élimination de I'organisme. Le foie et I'intestin jouent un role capital dans
I’'hnoméostasie du cholestérol du fait de leur capacité a sécréter et a internaliser le cholestérol
grace au meétabolisme des lipoprotéines.

Il existe 4 voies essentielles dans le métabolisme du cholestérol :

- la voie entéro-hépatique permettant le transport du cholestérol d’origine exogéene
(alimentaire) de I'intestin vers le foie

- la voie d’apport qui correspond au transport du cholestérol du foie vers les tissus
périphériques

- la voie de transport retour du cholestérol des tissus périphériques vers le foie ou il
sera éliminé via les voies biliaires ou resécrété

- la voie d'excrétion du cholestérol transintestinale (TICE) qui correspond a la
sécrétion de cholestérol du sang vers la lumiere intestinale.

Ainsi, 'homéostasie du cholestérol impligue de nombreux échanges du cholestérol entre les

tissus périphériques et le foie.

1) Les lipoprotéines : les transporteurs de cholestérol

Etant un composé hydrophobe, le cholestérol n’est pas soluble dans les liquides
biologiques (sang, lymphe,...). Il ne peut donc pas circuler sous forme libre dans les
compartiments extracellulaires et il nécessite d’étre véhiculé par des particules de transport :
les lipoprotéines.

Les lipoprotéines sont des édifices macromoléculaires sphériques hydrosolubles qui
sont constituées :

- d'une coque externe amphiphile composée d’une monocouche de phospholipides
contenant du cholestérol et une ou plusieurs molécules protéiques appelées apolipoprotéines

- d’'un cceur hydrophobe composé de triglycérides, d’esters de cholestérol et de petites

quantités d’autres molécules hydrophobes comme des vitamines liposolubles (Figure 1)
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Figure 1: Représentation schématique d'une lipoprotéine
d'aprés www.prevention.ch/ima31305pg

On distingue principalement 5 grandes classes de lipoprotéines qui assurent chacune
des fonctions spécifiques et qui sont séparées suivant leur densité par ultracentrifugation : les
chylomicrons (d<0,93), les VLDL (Very Low Density Lipoprotein, 0,93<d<1,006), les IDL
(Intermediate Density Lipoprotein, 1.006<d<1.019), les LDL (Low Density Lipoprotein,
1,019<d<1,063) et les HDL (High Density Lipoprotein, 1,063<d<1,21). Les HDL peuvent
étre séparées en 2 sous-populations : HP1,063<d<1,125) et HDL (1,125<d<1,21)
(Tableau 1).

Les lipoprotéines peuvent également étre séparées en fonction de leur migration
électrophorétique sur gel d’agarose et classées € [prét a lipoprotéines correspondant
respectivement aux VLDL, LDL et HDL, les chylomicrons restant au niveau du dépot
(Tableau 1). Les différentes classes de lipoprotéines se distinguent également de par leur
composition en lipides et en apolipoprotéines. Ainsi les chylomicrons et les VLDL sont trés
riches en triglycérides tandis que les IDL, les LDL et les HDL transportent majoritairement
du cholestéro{Tableau 2).

De par leur composition en apolipoprotéines, chaque classe de lipoprotéines dispose
d’'un devenir métabolique qui lui est propre faisant intervenir divers enzymes et récepteurs.
Ainsi, schématiquement on distingue des lipoprotéines impliquées dans la voie entéro-
hépatique (les chylomicrons), dans la voie d’apport de cholestérol aux tissus périphériques
(les VLDL, IDL et LDL) et dans la voie de transport retour du cholestérol (les HDL).

-20 -



CHAPITRE | : Homéostasie du cholesterol et régulations

Lipoprotéines | Densitée Mobilité Diamétre | Poids moléculaire
g/ml électrophorétique nm kDa
Chylomicrons <0.93 Dépot 75-1200 100000
VLDL 0.93-1.006 Prég 30-80 6000
IDL 1.006-1.019 Prep 25-35 4000
LDL 1.019-1.063 B 18-25 1800
HDL, 1.06341.125 o 9-12 400
HDL; 1.125-1.210 o 5-9 200

Tableau 1: Propriété physiques des lipoprotéines

Lipoprotéines | Cholestérol | Triglycérides | Lipides Protéines | Apolipoprotéines
% % totaux % %
Chylomicrons 4 88 98-99 1 apoB48, apoA-I|
C,E

VLDL 23 56 90-93 8 apoB100, C, E
IDL 43 29 89 11 apoB100, C, E
LDL 58 13 79 21 apoB100
HDL,» 26 2 60 40 apoA-I, A-ll
HDL3 13 1 43 57 apoA-I

Tableau 2: Composition des lipoprotéines plasmatiques

2) Les différentes sources du cholestérol

Le cholestérol présent dans I'organisme provient de 2 origines distinctes :

- une source dite exogene qui correspond au cholestérol d’origine alimentaire absorbé

par l'intestin.

- une source dite endogene due a la synthese de cholestérol, majoritairement par le

foie.

Chez I'hnomme, 'alimentation fournit environ 400 mg de cholestérol par jour et le foie produit

environ 1 g de cholestérol par jour. Les tissus périphériques (intestin, tissu adipeux...)
produisent aussi du cholestérol mais en quantité plus faible par rapport au foie. Afin de

maintenir 'hnoméostasie du cholestérol, 'ensemble de ces apports doit étre utilisé ou éliminé

par I'organisme.
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2-1) Voie exogene : Absorption intestinale et régulations

Chez I'hnomme, I'absorption du cholestérol a lieu dans l'intestin gréle au niveau de la
partie proximale du jéjunum, ou le cholestérol d’origine alimentaire et le cholestérol biliaire
sont disponibles au niveau de la lumiere intestinale. Approximativement, 50% du cholestérol
présents dans la lumiére intestinale sont absorbés et le reste est excrété dans les feces. Environ
2/3 du cholestérol absorbé sont d’origine biliaire et 1/3 provient de I'alimentation (Davis and
Altmann, 2009).

Du fait de son caractere hydrophobe, le cholestérol doit étre solubilisé dans des
micelles pour pouvoir étre capté par les entérocytes. La solubilisation micellaire est la
résultante des propriétés détergentes des acides biliaires synthétisés par le foie et sécrétés dans
la lumiéere intestinale, cette étape est essentielle pour I'absorption intestinale du cholestérol.
En effet, 'absorption intestinale du cholestérol est quasi nulle chez des souris déficientes pour
CYP7AL qui ont un pool d’acides biliaires fortement diminué (Voshol et al., 2001).

Seul le cholestérol libre peut étre incorporé dans les micelles et absorbé par les
entérocytes. Les 10 a 15% du cholestérol alimentaire qui sont sous forme estérifiée devront

donc étre hydrolysés par une cholestérol estérase pour pouvoir étre absorbés.

2-1-1)_Les récepteurs impliqués

L’absorption intestinale du cholestérol a longtemps était considérée comme étant un
processus passif bien que ce processus soit trés sélectif. En effet le cholestérol est absorbé
avec une haute affinité ce qui n’est pas le cas des phytostérols qui ont pourtant une structure
tres proche du cholestérol.

C’est en 1990, que I'équipe de Hauser a montré, en utilisant des vésicules issues de
membrane de bordure en brosse, que le mécanisme d’absorption intestinale du cholestérol
nécessitait un transporteur (Thurnhofer and Hauser, 1990).

En 2004, une étude de Altmaatnal réaliséen silico a partir d’'une banque de cDNA
extraits de la muqueuse jéjunale de rat a permis d’identifier la protéine NPC1L1 (Niemann-
Pick C1 like 1) comme étant le récepteur principal impliqué dans le transport du cholestérol
au travers de la bordure en brosse des entérocytes (Altmann et al.,, 2004). NPC1L1 est une
protéine glycosylée fortement exprimée dans le jéjunum ou elle est localisée au niveau de la
membrane apicale des entérocytes. Chez les souris déficientes pour NPC1L1, on peut
observer une diminution de 70% de I'absorption intestinale du cholestérol et les 30%
d’absorption restante sont insensibles a un traitement avec I'Ezetimibe qui est un inhibiteur de

I'absorption intestinale (Altmann et al., 2004). Il a été montré que I'Ezetimibe se lie a des
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cellules exprimant NPC1L1 ainsi qu'au niveau de la bordure en brosse des entérocytes et que
cette capacité de liaison est absente lorsque NPC1L1 est délété. Ainsi, NPC1L1 est la cible
majeure de I'Ezetimibe (Garcia-Calvo et al., 2005). Les souris déficientes pour NPC1L1 sont
résistantes a I'’hnypercholestérolémie induite par un régime enrichi en cholestérol et lorsque ces
souris sont croisées avec des souris déficientes pour I'apoE, elles sont résistantes au
développement de I'athérosclérose (Davis et al., 2007), ce qui confirme que NPC1L1 pourrait
étre une cible thérapeutique majeure dans la prévention et le traitement de I'athérosclérose.

D’autres transporteurs, tels que SR{Btavenger Receptor class Bayt également
été suspectés de jouer un rdle dans I'absorption intestinale du cholestérol. En effet, une
surexpression de SR-B1 au niveau de l'intestin chez la souris conduit & une augmentation de
I'absorption du cholestérol et des triglycérides dans des expériences d’absorption a court
terme (Bietrix et al., 2006). Cependant, l'invalidation de SR-B1 chez la souris induit une
faible augmentation de I'absorption du cholestérol, suggérant que SR-B1 ne joue pas un role
essentiel dans I'absorption intestinale du cholestérol (Mardones et al., 2001).

Deux autres protéines exprimées au niveau de la membrane apicale des entérocytes qui
appartiennent a la famille des ABC (Adenosine triphosphate Binding Cassette) transporteurs :
ABCG5 et ABCG8 sont également impliquées dans I'absorption intestinale du cholestérol.
Pour étre fonctionnelles ces protéines doivent étre hétérodimérisées. Au niveau hépatique, ces
deux protéines jouent un réle dans lefflux biliaire du cholestérol. Chez 'homme, une
mutation dans le gene codant pour l'une de ces deux protéines provoque une beta-
sitostérolémie, pathologie caractérisée par une accumulation dans l'organisme de
phytostérols, stérols végétaux structurellement proches du cholestérol, due a une
augmentation de leur absorption intestinale et une diminution de leur élimination biliaire. Les
souris déficientes pour ABCG5/G8 ont une sécrétion en cholestérol biliaire diminuée et une
absorption des phytostérols augmentée mais aucun effet n’est observé sur I'absorption du
cholestérol (Yu et al., 2002a). Cependant, la surexpression d’ABCG5/G8 chez la souris induit
une diminution de I'absorption du cholestérol ce qui suggére que, dans certaines conditions,
ces deux ABC transporteurs jouent un réle dans I'efflux du cholestérol au niveau intestinal
(Yu et al., 2002b).
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2-1-2) Réqulations de I'absorption intestinale

2-1-2-1) Réqulation LXR (Liver X receptor) dépendante

Les LXRs (LXR a et B) sont des récepteurs nucléaires actives par degedédie
cholestérol oxydés, les oxystérols. Les deux isoformes existantest ) régulent
I’expression de génes en se liant au promoteur de génes cibles. Aprés activation, le LXR
s’hétérodimérise avec une isoforme de RXR (Retinoid X Receptor). Cet hétérodimere
LXR/RXR va se lier a une séquence consensus LXRE (LXR response element) présente au
niveau du promoteur des genes cibles. En condition d’accumulation intracellulaire
d’oxystérols, résultant d’une augmentation de la concentration en cholestérol, les LXRs
induisent la transcription de différents genes impliqués dans le métabolisme du cholestérol.

Il a été montré qu’une activation du LXR par I'administration d’agonistes, tels que le
TO901317 chez la souris, induit une diminution de I'absorption intestinale du cholestérol
résultant de la régulation de I'expression de différents génes tels que ABCG5/G8 et NPC1L1.
En effet, I'activation du LXR augmente I'expression d’ABCG5/G8 (Yu et al., 2003) et
diminue I'expression de NPC1L1 (Duval et al., 2006) qui interviennent respectivement dans

les mécanismes d’efflux et d’absorption du cholestérol au niveau des villosités intestinales.

2-1-2-2) Réqulation LXR indépendante

Un autre mécanisme de régulation de l'expression de NPCI1L1 fait intervenir le

récepteur nucléaire PPARPeroxisome Proliferator-Activated RecepdrUne activation de
PPARD par un agoniste de synthese, le GW610742 (un ligand de haute affinité pous)PPAR
induit chez la souris une diminution de 43% de I'absorption intestinale du cholestérol qui
coincide avec une expression inchangée d’ABCG5/G8 mais une diminution de I'expression
intestinale de NPC1L1 (van der Veen et al., 2005).

Certains composants présents dans l'alimentation sont également capables de moduler
I'absorption intestinale du cholestérol. En effet, il été démontré que les phytostérols qui sont
des composeés non nutritifs possédant une structure tres similaire au cholestérol sont capables
de diminuer l'absorption du cholestérol, vraisemblablement par compétition avec le
cholestérol au niveau de I'incorporation dans les micelles a l'intérieur de la lumiére intestinale
(AbuMweis et al., 2009) (Ikeda et al., 1989).
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2-1-3)_Le devenir du cholestérol absorbé

2-1-3-1) Voie de sécrétion du cholestérol dépendante de 'apoB48 :

les chylomicrons

Apres avoir été absorbé au pole apical des entérocytes, le cholestérol est estérifié par
I'enzyme ACAT2 (Acylcoenzyme 17 cholesteryl acyltransferase 2) au niveau du réticulum
endoplasmique, avant d’étre ensuite assemblé dans les chylomicrons.

Les chylomicrons sont synthétisés exclusivement dans l'intestin pour transporter les
lipides et les vitamines liposolubles alimentaires dans le sang. Les chylomicrons sont de tres
grosses particules sphériques riches en triglycérides. Le cceur de cette lipoprotéine est
composeé de triglycérides, de cholestérol ester et de vitamines liposolubles, alors que sa
surface est composée d'une monocouche de phospholipides dans laquelle s’insérent du
cholestérol libre et diverses apolipoprotéines comme I'apoA-l, I'apoA-IV et les apoC,
I'apolipoprotéine principale étant 'apoB48.

Il est proposé que I'assemblage des chylomicrons implique deux étapes indépendantes
(Cartwright and Higgins, 2001). La premiere correspond a la synthese de «chylomicrons
primordiaux » qui sont des particules d’apoB48 enrichies en phospholipides et cholestérol.
L’association de phospholipides et cholestérol aux molécules d’apoB48 se déroule au niveau
de la membrane du réticulum endoplasmique (RE) et fait intervenir la protéine MTP
(Microsomal triglyceride transfert Protein) (Hussain et al., 2003). Cette association de lipides
aux molécules d’apoB4fia la MTP prévient la dégradation par le protéasome de I'apoB48
(Fisher and Ginsberg, 2002). Chez I'homme, des mutations de la MTP entrainent une
abétalipoprotéinémie caractérisée par des stéatorhées sévéres et une importante réduction du
taux de lipides plasmatiques (cholestérol et triglycérides) (Lammert and Wang, 2005).

Dans la seconde étape, ces lipoprotéines sont transférées dans la lumiére du RE, ou
elles vont maturer en particules plus larges appelées pré-chymomicrons, en fusionnant avec
des particules pauvres en protéines et riches en lipides (triglycérides et cholestérol ester)
(Mansbach and Siddiqgi). Ces pré-chylomicrons sont ensuite transportés vers le cis-Golgi dans
des vésicules de transport comportant le complexe protéique COPII (Sarlb, Sec23/24, et
Sec13/31) nécessaire a la fusion de ces vésicules avec I'appareil de Golgi (Siddigi et al.,
2003). Des mutations du gene SARA-2 qui code pour la protéine Sarlb entrainent une
rétention des chylomicrons dans le RE, due a un défaut du transport des chylomicrons dans la
cellule (Jones et al., 2003).
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Une fois fusionnées avec le Golgi, les vésicules libérent les pré-chylomicrons dans la
lumiere du Golgi ou ils vont acquérir de I'apoA-I. Les chylomicrons sont ensuite transportés
vers des domaines membranaires particuliers du pole basal de lI'entérocyte avant d’étre
sécrétés par exocytose dans la lamina propria et vers la voie lymphatique (Sabesin and Frase,
1977).

Sécrétés dans la lymphe mésentérique, les chylomicrons vont rejoindre la circulation
généralevia le canal thoracique. Sous l'action de la lipoprotéine lipase (LPL) liée a
I'endothélium des vaisseaux et activée par I'apoCll, les triglycérides transportés par les
chylomicrons vont étre hydrolysés en acides gras libres qui diffuseront librement dans les
cellules ou ils seront, soit oxydés pour produire de I'énergie (muscle), soit ré-estérifiés pour
étre stockés (tissus adipeux). La LPL est associée a I'endothélium des vaisseaux par des
groupements héparane-sulfates et est active sous forme de dimére. En effet, la forme
dimérique a une plus grande affinité pour les groupements héparane-sulfates que la forme
monomériqudLookene et al., 1997). De plus, de récentes études ont montré que la GPIHBP1
(Glycosylphosphatidylinositol-anchored HDL-binding protein 1) constitue également un site
de liaison important pour la LPL in vivo (Weinstein et al., 2008).

Ayant perdu la plus grande partie de ses triglycérides par I'action de la LPL, le
chylomicron est relativement enrichi en cholestérol ester pour former une particule plus dense
et de plus petite taille : le remnant de chylomicron. Cette diminution de taille s’accompagne
d’'une perte des composés de surface (apoA-1, apoCll et phospholipides) qui sont pris en
charge par les HDL. Les remnants vont étre rapidement captés par le foie pour étre
catabolységFigure 2). Seuls les remnants de taille inférieure a 100 nm vont pouvoir passer
au travers des fenétres de la barriere endothéliale et pénétrer dans I'espace de Disse au contact
des hépatocytes (Fraser et al., 1995). Dans l'espace de Disse, les chylomicrons vont étre
séquestrés par une interaction avec les protéoglycanes de type héparane-sulfates, présents a la
surface des hépatocytes et vont acquérir des molécules additionnelles d’apoE qui constitue un
ligand important pour leur captation par le foie (Yu et al., 1999). En effet, des souris
invalidées pour I'apoE présentent une trés faible clairance des remnants (Zhang et al., 1992).

La captation hépatique des remnants de chylomicrons fait majoritairement intervenir le
récepteur des LDL (LDLR ou récepteur apoB/E) et le récepteur LRP (LDL receptor-related
protein). Des souris déficientes pour le LDLR présentent une accumulation de remnants dans
I'espace de Disse tandis que l'invalidation du LRP n’entraine pas de diminution significative
de I'épuration des remnants. Toutefois, I'invalidation du LRP dans des souris déficientes pour

le LDLR induit une plus grande accumulation de remnants dans I'espace de Disse (Rohimann
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et al., 1998). Chez les souris déficientes pour le LRP, I'absence d’accumulation de remnants
est due a une augmentation concomittante de la quantité de LDLR a la surface des
hépatocytes (Rohimann et al., 1998). Ceci démontre donc I'implication de ces deux récepteurs
dans la captation hépatique des remnants de chylomicrons. La reconnaissance par le LRP
nécessite I'acquisition par les remnants d’'une quantité suffisante d’apoE sécrétée par le foie
(Linton et al., 1998). Le récepteur SR-B1 est également impliqué dans la captation des
remnants, en effet des souris surexprimant SR-B1 au niveau hépatique présentent une
augmentation du catabolisme des remnants de chylomicrons (Out et al.,, 2005). Une fois
captées, les particules de cholestérol ester vont étre hydrolysées dans le lysosome, et une
grande proportion du cholestérol résultant de cette hydrolyse sera ré-empaquetée et sécrétée
par le foie sous la forme de VLDL. Les résidus de triglycérides (TG) restant dans les
remnants de chylomicrons constituent également une source importante d’acides gras (AG)

pour la formation des VLDL (Jung et al., 1999).

Figure 2: Métabolisme des chylomicrons

Sous l'action de la LPL, les triglycérides (TG) des chylomicrons vont étre hydrolysés en
acides gras libres. Ce réarrangement du chylomicron est associé a une perte des composeés de
surface qui seront pris en charge par les HDL. Aprés avoir acquis de nouvelles molécules
d'apoE, le chylomicron va étre reconnu par le LDLR et le LRP au niveau du foie.
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2-1-3-2) Voie de sécrétion du cholestérol indépendante de I'apoB48:

les HDL intestinales

Il existe une autre voie de sécrétion du cholestérol absorbé par I'entérocyte qui est
indépendante de I'apoB48. En effet, Igkahl ont démontré, par des étudasvitro sur des
cellules Caco-2, qu'il existait un efflux de cholestérol au niveau de la membrane basale
entérocytaire vers des lipoprotéines contenant de l'apoA-I mais pas d'apoB (lgbal and
Hussain, 2005). Chez des souris déficientes en apoA-I, I'absorption du cholestérol aprés un
gavage est diminuée dans les premieres heures tandis que sur 48h l'absorption se révele
normale. L'apoA-I semble donc étre impliquée dans les phases précoces de I'absorption
intestinale du cholestérol.

Cette voie apoB-indépendante est inhibée par le glyburide et augmentée par des
agonistes du LXR, suggérant fortement I'implication d’'un ABC transporteur tel que ABCA1l
dans ce processus d’efflux de cholestérol (Hussain et al., 2005). Les souris invalidées pour
ABCAL1, spécifiguement au niveau intestinal, présentent une diminution de 30% des taux
plasmatiques de HDL, ce qui suggere la participation de l'intestin dans la génération des HDL
via ABCA1 (Brunham et al., 2006).

Figure 3:

Absorption intestinale du
cholesterol

(d'apres Kruit et al 2006)

Le cholestérol  d'origine
alimentaire et biliaire est capté
par l'entérocyte au niveau de
la bordure en brosse par
l'action de NPCI1L1. Au
niveau du RE, le cholestérol
sera estérifié et incorporé dans
les chylomicrons qui seront
ensuite sécrétés dans la
lymphe. Le cholestérol non
estérifié pourra étre resécrété
dans la lumiere intestinale par
l'action d'ABCG5/G8 ou
secrété vers l'apoA-l1 par
I'action d'ABCAL.
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2-2) Voie endogéne : synthése endogene du cholestérol et régqulations

Toutes les cellules sont capables de synthétiser le cholestérol qui constitue un
composant essentiel des membranes cellulaires et un précurseur de diverses molécules telles
que les hormones stéroidiennes, les vitamines, les acides biliaires qui sont impliqués dans
différents processus biologiques.

Le lieu principal de synthese du cholestérol est le foie. L'étape limitante dans cette
synthese est la conversion d’'une molécule dHMG-CoA en mévalonate qui est catalysée par
'HMG-CoA réductase (3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA réductase). Cette enzyme est la
cible des statines qui sont des drogues capables de diminuer les taux de cholestérol
plasmatiques. L'HMG-CoA réductase est composée de 2 domaines distincts : un domaine N-
terminal hydrophobe constitué de 8 segments transmembranaires qui ancrent la protéine dans
la membrane du RE et un long domaine C-terminal cytosolique dans lequel se situe le site
catalytique de I'enzyme.

La régulation de 'HMG-CoA réductase est trés importante dans I’homéostasie du
cholestérol. Cette enzyme-clé de la synthese du cholestérol peut étre régulée par des
mécanismes de rétrocontrole déclenchés par différents produits du métabolisme du
mévalonate au niveau de la transcription, de la traduction, de I'activité catalytique ainsi qu’au
niveau de son taux de dégradation. Le principal mécanisme modulateur de 'HMG-CoA
réductase est le rétrocontréle effectué par le cholestérol.

La régulation transcriptionnelle de I'HMG-CoA réductase est sous la dépendance des
SREBPs(Sterol Regulatory Element Binding Protein) qui activent la transcription de génes
codant pour des enzymes impliguées dans la biosynthése du cholestérol. La famille des
SREBPs est composée de 3 membres (SREPB-la, 1c et 2) qui sont des facteurs de
transcription appartenant a la famille des bHLH-LZ (basic-helix-loop-helix-leucine zipper)
synthétisés sous forme de précurseurs inactifs liés a la membrane du RE. Chaque précurseur
est organisé en 3 domaines fonctionnels :

- un domaine N-terminal qui contient le domaine de transactivation, une région riche
en sérine et proline et une région de liaison a I’ADN et de dimérisation (région bHLH-LZ).

- 2 domaines transmembranaires

- un domaine C-terminal constituant un domaine régulateur.

A la différence des autres membres de la famille des facteurs de transcription bHLH-LZ, les
SREBPs possedent un résidu tyrosine au sein de leur domaine « basic » en remplacement
d’'une arginine. Cette substitution d’acide aminé confere aux SREBPSs, en plus de leur capacité

de liaison a I’ADN au niveau des E-box (capacité commune a tous les membres de la famille
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des bHLH-LZ), la capacité de se lier au niveau des séquences SRE (Sterol Responsive
Element) (Eberle et al., 2004).

Des modeles de souris transgéniques surexprimant les formes nucléaires des SREBPs
dans le foie ont permis d’identifier les génes cibles des différentes isoformes de SREBP.
Ainsi, I'isoforme SREBP-2 active préférentiellement la transcription de genes impliqués dans
la biosynthése du cholestérol tandis que SREBP-1a et SREBP-1c induisent la transcription de
genes impliqués dans la lipogenese (Horton et al., 2002; Horton et al., 2003).

Les précurseurs SREBPs sont retenus dans la membrane du RE par une association
avec la protéine SCAP (SREBP cleavage activating protein). SCAP est une protéine sensible
aux stérols qui escorte les précurseurs de SREBP du RE au Golgi ou 2 protéases (S1P et S2P)
vont successivement cliver le précurseur pour libérer la forme active nSREPB
(nuclearSREBP) dans le cytoplasme (Sakai et al., 1998; Wang et al., 1994). Cette forme
active qui contient la région bHLH-LZ pourra rentrer dans le noyau pour se lier aux séquences
SRE au niveau des promoteurs de ses genes cibles tels que 'HMG-CoA synthase et 'THMG-
CoA réductase pour activer leur transcription (Brown and Goldstein, {B@tye 4).

Le groupe de Brown et Goldstein a démontré que cette voie des SREBPs peut étre
controlée par le contenu cellulaire en stérols (DeBose-Boyd et al., 1999; Nohturfft et al.,
2000). En présence de fortes concentrations de stérols, le complexe SCAP-SREBP est retenu
dans la membrane du RE. Le blocage du complexe dans la membrane du RE est dd a la
liaison de SCAP induite par les stérols a une des protéines de rétention du RE, Insigl et 2
(Yabe et al., 2002; Yang et al., 2002). Quand la concentration en stérol diminue, le complexe
SCAP-SREBP se déplace vers le Golgi ou SREBP sera clivé et la forme active sera libérée
dans le cytoplasme pour aller activer la transcription de ces génes cibles au niveau du noyau
(Figure 4).

-30 -



CHAPITRE | : Homéostasie du cholesterol et régulations

Figure 4: Voie d'activation de SREBP par clivage protéolytique(d'apres Eberlét al,

2004)

SREBP est un facteur de transcription synthétisé sous la forme d'un précurseur inactif lié a la
membrane du RE par une association avec la protéine SCAP qui interagit elle-méme avec la
protéine Insig. En condition de faible concentration intracellulaire en stérols, l'interaction
entre SCAP et Insig diminue et le complexe SCAP/SREBP peut donc rejoindre I'appareil de
Golgi ou deux protéases (S1P et S2P) vont cliver SREBP pour libérer la forme active
NSREBP dans le cytoplasme qui pourra aller activer la transcription de ces génes cibles dans
le noyau.

Les stérols peuvent également réguler l'activité de I'HMG-CoA réductase en
accélérant sa dégradation. En effet, lorsque la concentration en cholestérol est élevée, SCAP
et 'HMG-CoA réductase entrent en compétition pour la liaison avec Insigl. Si SCAP se lie a
Insigl, le complexe SCAP-Insigl est retenu dans le RE tandis que si THMG-CoA réductase
se lie a Insigl, 'HMG-CoA réductase est ubiquitinylée et est rapidement dégradée par le
protéasome (Sever et al., 2003).
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3) Apport du cholestérol aux tissus périphérigues

3-1) Assemblage hépatigue des VLDL

Les VLDL hépatiques sont des lipoprotéines synthétisées au niveau du foie qui
contiennent une grande quantité de triglycérides et une moindre quantité de cholestérol et de
phospholipides. Le mécanisme moléculaire de synthése et de sécrétion des VLDL hépatiques
est trés proche de celui des chylomicrons intestinaux. Contrairement aux chylomicrons
produits dans l'intestin, c’est 'apoB100 et non I'apoB48 qui est essentielle a 'assemblage des
VLDL dans le foie.

L'assemblage des VLDL est initié dans le RE et comporte différentes étapes se
déroulant pendant et apres la traduction et la translocation de I'apoB100 au travers de la
membrane du RE. L’'étape initiatrice de I'assemblage des VLDL se déroule pendant la
traduction et la translocation de I'apoB100 dans la membrane du RE et correspond a la
lipidation de I'apoB100 pour former des VLDL naissantes qui sont des particules denses et
relativement petites (environ 25nm de diametre). L'étape de lipidation co-traductionnelle est
essentielle pour la stabilisation de I'apoB100 et implique I'activité de la MTP. En effet,
I'expression d’apoB sans MTP dans des cellules d’origine autre que hépatique ou intestinale
entraine la dégradation intracellulaire par le protéasome des particules d’apoB naissantes
tandis que la co-expression d’apoB avec MTP induit la sécrétion de lipoprotéines « like »
contenant de I'apoB (Gordon et al., 1994; Leiper et al., 1994). Ainsi, des souris invalidées
pour MTP au niveau hépatique présentent un phénotype similaire a I'abétalipoprotéinémie
humaine soit une absence totale des lipoprotéines contenant 'apoB100 (VLDL, IDL, LDL) et
une résistance a I'hypercholestérolémie induite par un régime enrichi en cholestérol (Chang et
al., 1999).

La maturation de ces VLDL naissantes en VLDL (30 a 80 nm de diametre) nécessite
une acquisition post-traductionnelle de triglycérides. Pour cela, les particules précurseurs vont
fusionner avec des gouttelettes riches en triglycérides présentes dans la lumiére du RE. La
formation de ces gouttelettes riches en triglycérides est dépendante de I'activité de la MTP
bien que la fusion des particules naissantes avec ces gouttelettes soit MTP indépendante
(Gordon et al., 1996) (Wang et al., 1999) (Pan et al., 2002) (Figure 5)
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Figure 5: Mécanisme d'assemblage des VLDL dans le RE'aprés Shelness e, &001)
L'assemblage des VLDL au niveau du RE comporte deux étapes. Dans un premier temps, au
cours de sa traduction, I'apoB100 va étre lipidée sous l'action de la MTP pour former des
particules VLDL naissantes. Dans un deuxieme temps, pour former des VLDL matures, ces
particules vont fusionner avec des gouttelettes riches en triglycérides présentes dans la
lumiere du RE et dont la formation est dépendante de I'activité de la MTP.

La sécrétion des VLDL matures nécessite un transport vésiculaire du RE vers
I'appareil de Golgi. La sortie des VLDL du RE nécessite la formation de vésicules initiée par
la GTPase Sarl qui appartient au complexe COPII. L’expression d’'un mutant de Sarl dans
des hépatocytes de rat prévient la sortie hors du RE des particules d’apoB (Gusarova et al.,
2003). Aprés leur passage dans I'appareil de Golgi, les VLDL sont rassemblées dans des
vésicules sécrétoires, transportées a la membrane plasmique et sécrétées dans I'espace de
Disse, puis dans la circulation générale.

En plus de I'apoB100, les VLDL hépatiques contiennent d’autres apolipoprotéines
telles que I'apoE et les apoC. L'apoClll est une petite apolipoprotéine échangeable de 79
acides aminés qui est exprimée principalement dans le foie. Il a été réecemment montré que la
surexpression d’apoClIl humaine dans des cellules hépatiques de rat stimule I'assemblage et
la sécrétion des VLDL dans des conditions riches en lipides. Aprés la formation des VLDL
naissantes, la surexpression d’apoClll augmente également la sécrétion de VLDL malgré une
inhibition de la MTP. Il semblerait donc que I'apoClll joue un réle dans I'étape tardive de

I'assemblage des VLDL qui est MTP-indépendante (Sundaram et al.).
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3-2) Voie d’apport aux tissus périphériques

Dans le compartiment vasculaire, les VLDL hépatiques comme les chylomicrons vont
subir 'hydrolyse de leurs triglycérides par la LPL activée par I'apoCll présente a la surface
des VLDL. Contrairement a la souris, ’'homme possede la CETP (Cholesterol Ester Transfert
Protein), notamment responsable du transfert dans les VLDL de molécules de cholestérol
ester présentes dans les HDL (Barter, 2000). Comme dans la dégradation des chylomicrons,
I'nydrolyse des triglycérides induit des replis de I'enveloppe périphérique qui sont libérés dans
la circulation, constituant un départ des apoC, de phospholipides et de cholestérol libre . Ainsi
des édifices plus petits, enrichis en apoB100 et E, se restructurent autour des esters de
cholestérol et des molécules restantes de triglycérides formant des IDL (Intermediate Density
Lipoprotein) ou remnants de VLDL. Dans les capillaires sinusoides du foie, ces IDL sont
ensuite transformées en LDL sous l'action de la lipase hépatique qui va hydrolyser les
triglycérides restants.

Au cours de la lipolyse, les lipoprotéines subissent un véritable remodelage de leur
structure car la perte importante de triglycérides induit une diminution de la taille des
particules qui est corrélée avec une perte des composés de surface tels que les apoC et E.
Ainsi, a la différence des VLDL et IDL, les LDL qui sont trés enrichies en cholestérol ester
sont dépourvues d’apoC et contiennent uniguement une molécule d’apoB100 et quelques
molécules d’apoE.

Tout au long de la cascade de transformation VLDL-IDL-LDL, les lipoprotéines vont
pouvoir étre captées par leurs récepteurs spécifiques, grace a la reconnaissance des
apolipoprotéines qui les composent. Ainsi, la reconnaissance des VLDL se fait principalement
par I'apoE alors que les IDL et LDL sont reconnues grace a I'apoB100. La captation des
LDL, bien que majoritairement hépatique, a lieu dans toutes les cellules de I'organisme.

Le principal récepteur responsable de la clairance plasmatique des LDL est le LDLR.
Les individus possédant une mutation dans le géne codant pour le LDLR souffrent d'une
hypercholestérolémie familiale, la plus commune des formes d’hypercholestérolémie
autosomale dominante, qui se manifeste par des taux tres élevés de LDL-cholestérol. Le
LDLR est une glycoprotéine transmembranaire composée de 5 domaines :

- un domaine de liaison a I'apoB100 et /ou apoE

- un domaine possédant une forte homologie avec le précurseur de 'EGF qui pourrait
étre impliqué dans la dissociation et le recyclage du LDLR

- un domaine de liaison aux sucres

- un domaine transmembranaire
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- et une petite région cytoplasmique impliguée dans l'adressage du LDLR aux puits
mantelés de clathrine.

La captation des LDlvia le LDLR est un processus maintenant bien connu qui fait
intervenir différentes étapes successives. Aprés la liaison de la particule LDL au domaine de
liaison extracellulaire du LDLR, le complexe récepteur-ligand est internalisé par endocytose
via des vésicules recouvertes de clathrine. Ce complexe est ensuite libéré dans un endosome
ou I'acidification induite par l'activité de 'ATPase type V facilitera la dissociation de la
liaison ligand-récepteur. La particule LDL sera ensuite transportée vers le lysosome, ou les
particules de cholestérol ester seront hydrolysées en cholestérol et acides gras alors que
I'apoB100 sera dégradée en acides aminés. La plupart des molécules LDLR seront recyclées
vers la membrane plasmique ou elles pourront se lier a nouveau aux particules LDL (Lopez,
2008) (Figure 6). Pour chaque cycle, seulement un tres faible pourcentage de LDLR
endocytés est dégradé. Il est estimé que chaque molécule de LDLR réalise environ 150 cycles
(Lopez, 2008).

Figure 6: Voie d'endocytose du LDLR

Le LDLR est un €lément clé dans le maintien de 'homéostasie du cholestérol dans
I'organisme. Il joue le réle d'une véritable interface entre les taux de cholestérol extra et

intracellulaire et il est lui-méme sujet a régulation.
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Le cholestérol provenant de I'hydrolyse du cholestérol ester transporté par les LDL
ainsi que ses dérivés oxydés exercent un véritable rétrocontrle qui protege la cellule d’'une
surcharge en cholestérol. En effet, les (oxy)stérols répriment la transcvigtiSREBP-2 de
I'HMG-CoA synthase et réductase (2 enzymes clés dans la synthése du cholestérol). De plus,
le cholestérol active 'ACAT qui va réestérifier le cholestérol pour pouvoir stocker I'exces de
cholestérol et inhibe la synthése de nouvelles molécules de LDLR empéchant ainsi une trop
grande entrée de cholestérol dans la cellule.

Un nouveau gene a été identifié pour étre impliqué dans I'hypercholestérolémie
autosomale dominante. Ce géne code pour une sérine protéase sécrétée dans le milieu
extracellulaire : PCSK9 (Proprotein Convertase subtilisin/kexin 9a) dont I'expression est
négativement régulée par le cholestérol et positivement régulée par les SREBPs (Maxwell et
al., 2003). Il a été montré qu’'une surexpression de PCSK9 chez la souris est associée a une
augmentation des taux plasmatiques de LDL-cholestérol et a une forte diminution des taux de
LDLR au niveau hépatique sans effet sur les taux d’ARNm (Maxwell and Breslow, 2004).
Inversement, les souris invalidées pour PCSK9 présentent une augmentation des taux de
LDLR hépatique et une réduction significative des taux de LDL-cholestérol plasmatique due a
une augmentation de la clairance plasmatique des LDL induite par le LDLR (Rashid et al.,
2005). Il est proposé que PCSK9 influencerait I'expression du LDLR en modulant sa
dégradation. Une fois que PCSK9 est lie¢ au LDLR, le complexe est intermedlisies
vésicules recouvertes de clathrine (Nassoury et al., 2007). A la différence de la liaison du
LDLR avec une particule LDL, l'affinité du LDLR pour PCSK9 est augmentée dans
I'endosome. Ainsi, le complexe PCSK9-LDLR est dirigé vers le lysosome ou le LDLR sera
dégradé. PCSK9 empéche donc le recyclage du LDLR au niveau de la membrane plasmique
en favorisant sa dégradation (Costet et al., 2008). Une dégradation des précurseurs du LDLR
a également été observée suite a la surexpression de PCSK9, ce qui suggere que PCSK9 peut
également interagir avec le LDLR avant son adressage a la membrane plasmique (Maxwell et
al., 2005).

L'identification de mutations perte de fonction de PCSK9 associées a une diminution
de 28% des taux de LDL-cholestérol et a une diminution de 88% du risque de maladies
cardiovasculaires suggére que l'inhibition de PSCK9 pourrait constituer une nouvelle stratégie
thérapeutique pour le traitement d'hypercholestérolémie (Cohen et al., 2006). De plus, il a été
montré que les statines, le traitement le plus prescrit en prévention primaire et secondaire des
maladies cardiovasculaires, induisent une augmentation de I'expression de PCSK9 (Dubuc et

al., 2004). Ainsi, en diminuant I'abondance du LDLR a la surface cellulaire, PCSK9 pourrait
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étre responsable d'une atténuation des effets des statines qui induisent une augmentation de
I'expression du LDLR suite a l'inhibition de ITHMGCOA réductase. Ceci a été vérifié chez des
souris invalidées pour PCSK9 qui présentent une meilleure réponse a un traitement avec des
statines (Rashid et al., 2005). Ainsi, des inhibiteurs de PCSK9 pourraient étre administrés en
association avec des statines pour amplifier leurs effets.

Des travaux récents ont mis en évidence l'existence d’'un nouveau régulateur post-
transcriptionnel du LDLR : Idol (Inducible degrader of the LDLR) qui est une E3 ubiquitine
ligase et une cible transcriptionnelle du LXR. Une activation du LXR induit I'expression de
Idol qui catalyse l'ubiquitination du LDLR induisant ainsi sa dégradation. Ainsi, une
surexpression adénovirale de Idol ou un traitement avec un agoniste du LXR induit une
diminution des taux protéiqgues de LDLR vivo. De plus une augmentation des taux
plasmatiques de LDL-cholestérol est observée chez les souris surexprimant Idol (Zelcer et al.,
2009).

4) Transport retour du cholestérol (RCT)

Alors que les tissus périphériques sont capables d’acquérir du cholestérol soit par
synthésede novo soit par le biais des lipoprotéines contenant I'apoB, ils sont en revanche
incapables de cataboliser le cholestérol en exces dans leurs cellules. Le foie a la capacité
d’éliminer le cholestérol excédentaire dans l'organisui@ les voies biliaires. Cette
élimination du cholestérol dans la bile constitue la derniére étape du processus appelé : le
transport retour du cholestérol (le RCT). Récemment, une autre voie d’élimination du
cholestérol plasmatique directement par l'intestin, appelée TICE (Transintestinal Cholesterol
Excretion), a été mise en évidence par I'équipe du Pr. Groen (van der Velde et al., 2007).
Cette voie sera détaillée dans la section 5 de ce chapitre. Chez I'homme, le TICE
représenterait environ 1/3 du cholestérol éliminé de l'organisme alors que le RCT
contribuerait au 2/3 restant.

Le RCT peut étre décomposé en différentes étapes: l'efflux du cholestérol
excédentaire des tissus vers I'apoA-I, libre ou faiblement lipide@KIWE), la maturation et
le remodelage plasmatique de ces particules HDL néoformées et enfin la captation des HDL
par le foie et I'élimination de leur cholestérol dans la bile sous forme de cholestérol libre ou
d’acides biliaires. La propriété athéroprotectrice des HDL est principalement attribuée a leur
participation dans cette voie de transport retour du cholestérol.
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4-1) Structure des HDL
Les lipoprotéines de haute densité (HDL) sont les plus petites et les plus denses

lipoprotéines de l'organisme. Les HDL forment une famille hétérogene dont les membres
peuvent se distinguer par leur taille, leur densité, leur mobilité électrophorétique, leur
composition et leur forme.

Par microscopie électronique, les HDL apparaissent sous forme de particules
sphériques ou discoidales. Dans un plasma normal, la majorité des HDL est sous forme
sphérique et est composée d’'un cceeur hydrophobe (majoritairement formé de cholestérol ester
et d’'une faible quantité de triglycérides) recouvert d’'une monocouche de lipides plus polaires
(majoritairement phospholipides et cholestérol libre) ainsi que de diverses apolipoprotéines
dont les principales sont I'apoA-l (70 a 80% des protéines totales) et I'apoA-1l (20% des
protéines totales). De par leur composition en apolipoprotéines, les particules HDL sphériques
peuvent se diviser en 2 sous-populations : HDL-AI qui contiennent seulement de I'apoA-I et
HDL-AI/AIll qui sont formées d’apoA-| et d’apoA-Il.

Quand on isole les HDL selon leur densité par ultracentrifugation, les HDL peuvent
étre séparées en 2 sous-fractions majeures : ;HAL063<d<1.125 g/ml) et HDL
(1.125<d<1.21 g/ml). Dans la fraction HR)lon peut retrouver des HDL-AI/All et HDL-AI
tandis que la fraction HDLcomprend essentiellement des HDL-AL.

Les HDL peuvent étre également séparées en fonction de leur migration
électrophorétique. La majorité des HDL migre en alpha et correspond a la population de HDL
sphériques qui inclut les sous-fractions Ht HDL; et donc les sous-populations HDL-AI
et HDL-AI/All. Les HDL migrant en pr@ représentent essentiellement les particules
discoidales pauvres en lipides formées de 2 ou 3 molécules d’apoA-I complexées avec une
faible quantité de phospholipides et cholestérol libre ou des particules d’apoA-I délipidées
(Rye and Barter, 2004).

4-2) Biogenése des HDL

4-2-1) ApoA-| et formation des pr@-HDL

Les pr@-HDL constituent les accepteurs initiaux du cholestérol cellulaire (Fielding et al.,
1994).
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Il existe 3 sources potentielles de[p#dDL dans le plasma :

- 'apoA-I peut étre relarguée dans le plasma apres sa synthése par le foie et 'intestin
et étre ensuite lipidée par des mécanismes d’efflux.

- Les pr@-HDL peuvent étre issues du remodelage des lipoprotéines riches en
triglycérides par l'action des lipoprotéines lipases qui hydrolysent leurs triglycérides et
induisent le relargage de molécules d’apoA-I et de phospholipides.

- Les pr@-HDL peuvent étre également générées durant le remodelage des HDL
matures sphériques dans le plasma par la CETP, la lipase hépatique et la PLTP (Phospholipid
Transfert Protein) (Rye and Barter, 2004).

L’apoA-I humaine est synthétisée dans le foie et I'intestin sous la forme d’'une pré-
protéine de 267 acides aminés qui subira un clivage intracellulaire du peptide signal de 18
acides aminés. La pro-apoA-l pourra ainsi étre sécrétée dans le plasma et maturée grace au
clivage du propeptide par la Bone Morphogenic protein-1 (BMP-1) et la Procollagen C-
Proteinase Enhancer-2 (PCPE2) (Sviridov, 2009). L'apoA-I mature est une protéine non
glycosylée de 243 acides aminés et d’'un poids moléculaire de 28 kDa. L'apoA-l est la
principale apolipoprotéine des HDL et est essentielle a la biogenése et les fonctions des HDL.
En effet, les hommes ou les souris déficients en apoA-I ont des concentrations plasmatiques
en HDL trés faibles (Williamson et al., 1992). Une fois présente dans le plasma, I'apoA-I
devra étre rapidement lipidée pour éviter son élimination par les reins (Timmins et al., 2005).

Des mutations d’ABCAL ont été identifiées comme étant la cause de la maladie de
Tangier qui est caractérisée par un taux faible de HDL plasmatiques et une accumulation de
cholestérol ester dans les macrophages de nombreux tissus (Francis et al., 1995). ABCAl
appartient a la grande famille des ABC transporteurs. C’est une proté€ine ubiquitaire de 2261
acides aminés exprimée abondamment dans le foie, les macrophages, le cerveau et différents
autres tissus. ABCAL est formée de 2 domaines transmembranaires composés chacun de 6
hélices alpha et de 2 domaines intracellulaires liant les nucléotides.

Alors que chez la souris, une invalidation d’ABCAL spécifiguement au niveau du foie
induit une forte diminution des taux d’apoA-lI et de HDL plasmatiques; une invalidation
d’ABCAl1l au niveau des macrophages n'a pas deffet sur la concentration de HDL
plasmatiques (Timmins et al.,, 2005) (Haghpassand et al., 2001). Ainsi, I'expression
d’ABCAL1 au niveau du foie est un facteur limitant pour la biogenese des HDL plasmatiques

alors que, dans les macrophages, ABCAL n’est pas un facteur limitant pour la formation des

-39 -



CHAPITRE | : Homéostasie du cholesterol et régulations

HDL. Mais le foie n’est pas le seul organe impliqué dans leur formation, I'intestin, certes dans
des proportions moins importantes, contribue également a ce processus. En effet, une
invalidation d’ABCA1 spécifiquement au niveau de l'intestin induit une diminution de 30%

du taux de HDL plasmatiques (Brunham et al., 2006).

Le mécanisme par lequel ABCAL génere deg{piBL a partir d’apoA-I libre a été
longuement étudié. D’aprés ChawetPal, I'apoA-I sécrétée par des cellules Hep@ellules
d’hépatocarcinome humain) ou Caco-2 (cellules d’adénocarcinome colique humain) possede
un rayon de Stokes de 2.6 nm. Cette forme d’apoA-I qui migre em pséincapable de lier
des phospholipides ou du cholestérol libre. Dans le milieu extracellulaire, par une réaction
dépendante du transporteur ABCAL, cette molécule d’apoA-l de 2.6 nm migrant @egiré-
convertie en une particule de rayon de Stokes de 3.6 nm migrant pn@eé&hangement de
propriétés physiques de I'apoA-I sécrétée est dépendant d’ABCAL mais pas de la lipidation
de la particule. Cette particule de 3.6 nm de rayon va acquérir ensuite des phospholipides sous
I'action d’ABCAL et former ainsi une péHDL biologiquement active pour promouvoir

I'efflux de cholestérol au niveau des tissus périphériques (Chau et al., 2006) (Figure 7)

Figure 7: Biogenése des pfeHDL par ABCA1
(d'gores Chauet al, 2006)

L'apoA-1 sécrétée de 2.6nm est convertie par
ABCA1 en un produit de 3.6nm. Cette particule de
3.6nm va acquérir ensuite des PL sous l'action
d'ABCAL et former une pfeHDL.

4-2-2) Efflux de cholestérol au niveau des tissus périphérigues

Les pr@-HDL sont les premiers accepteurs du cholestérol excédentaire des tissus
périphériques. Différents mécanismes passifs ou actifs ont été décrits pour l'efflux de
cholestérol vers des accepteurs extracellulaires.

Un des processus passifs est la diffusion passive du cholestérol de la surface cellulaire
vers différents accepteurs extracellulaires tels que les HDL. Cet efflux de cholestérol nécessite
un gradient de concentration entre la membrane de la cellule donneuse et la particule
accepteuse. Physiologiquement, la LCAT (Lecithin-Cholesterol Acyltransferase) permet

d’établir ce gradient de concentration en estérifiant le cholestérol présent dans la lipoprotéine.
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Les échanges de cholestérol entre la membrane cellulaire et les lipoprotéines peuvent étre
augmentés par des récepteurs membranaires tels que SR-B1 qui fixe les lipoprotéines a la
surface cellulaire et induit une redistribution du cholestérol dans des domaines membranaires
(de La Llera-Moya et al., 2001).

Les processus actifs d'efflux de cholestérol au niveau des tissus périphériques
impliquent différents transporteurs appartenant a la famille des ABC transporteurs : ABCA1
précédemment évoqué pour la formation d3{®L au niveau du foie et de lintestin et
ABCG1 (ATP Binding Cassette G1).

4-2-2-1) ABCA1

Il a été montré que l'invalidation d’ABCAL au niveau des macrophages a une faible
influence sur les taux plasmatigues de HDL, suggérant qu’ABCAl au niveau des
macrophages ne contribue pas significativement a la formation des HDL (Haghpassand et al.,
2001). Cependant, l'invalidation spécifique d’ABCA1 au niveau des macrophages chez des
souris déficientes pour I'apoE induit une augmentation significative du développement de
I'athérosclérose (Aiello et al., 2002). Ainsi, ABCAL en participant a I'efflux de cholestérol est
un élément essentiel dans la prévention d’'une accumulation excessive de cholestérol dans les
macrophages. En effet, il a été montré que I'efflux de cholestérol et de phospholipides vers
I'apoA-lI a partir de fibroblastes et de macrophages de patients atteints de la maladie de
Tangier (mutation d’ABCAL1) est fortement diminué, induisant de ce fait une accumulation de
cholestérol et de cholestérol ester dans ces cellules. Comme les patients de la maladie de
Tangier, les souris invalidées pour ABCA1 présentent une déficience en HDL et une activité
d’efflux du cholestérol cellulaire diminuée (McNeish et al., 2000).

Le mécanisme par lequel ABCA1 induit I'efflux de cholestérol vers les particules est
encore tres ambigu et différentes questions sont encore a I'ordre du jour. Une interaction entre
apoA-1 et ABCAL est-elle nécessaire pour I'efflux du cholestérol ? L'efflux de cholestérol
nécessite-t-il un processus de rétroendocytose ?

L’étude de différents mutants d’ABCAL suggere I'existence d’une interaction directe entre les
particules d’apoA-l et ABCAL. A I'exception d’un (W590S), tous les mutants d’ABCA1 dont
I'activité d’efflux de cholestérol est inhibée n’ont pas la capacité de lier 'apoA-I (Fitzgerald
et al., 2002). Ceci suggére donc qu’une interaction entre I'apoA-lI et ABCAL est nécessaire
pour I'efflux de cholestérol.
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Vedhachalam @t al ont proposé un modeéle d’efflux de cholestérol vers I'apoA-I en utilisant
des macrophages J774 (Vedhachalam et al., 2007). Ce modele comporte 3 étapes (Figure 8)

- la liaison de l'apoA-l1 sur ABCAL1 qui est localisé au niveau de la membrane
plasmique. L'apoA-lI stimule [lactivitté d’ABCA1 induisant ainsi la translocation de
phospholipides de la membrane interne vers la membrane externe.

- cette concentration de phospholipides au niveau de la membrane externe va entrainer
un repliement de la membrane et la formation d’une exovésicule que I'apoA-I pourra lier avec
une forte affinité

- les particules d’apoA-I liées a la membrane vont provoquer la solubilisation des
phospholipides et du cholestérol présents dans I'exovésicule et former ainsi des particules

HDL naissantes.

Figure 8:
Mécanisme d'efflux du cholestérol induit par l'interaction entre ABCAL et I'apoA-1
(d'apres Vedhachalam et,&007)

A linverse, d’autres études sont en faveur d’une internalisation de I'apoA-l pour la

lipidation et la resécrétion (processus de rétroendocytose). Ainsi, une fois I'apoA-I liée a
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ABCAL1, le complexe ABCA1/apoA-I serait internalisé et dirigé vers les endosomes tardifs ou
I'apoA-1 pourra se charger en lipides. L'apoA-I ainsi lipidée pourra étre resécrétée dans le
milieu extracellulaire par exocytose (Chen et al., 2005) (Lorenzi et al., 2008a). Ce processus
de rétroendocytose du complexe ABCALl/apoA-l est essentiel lorsque les cellules sont
chargées en cholestérol excédentaire (Azuma et al., 2009). Cependant, ce processus n'est pas
indispensable en absence de surcharge en cholestérol suggérant que ABCAL peut également
induire I'efflux de lipides vers I'apoA-I a la surface cellulaire (Azuma et al., 2009). L’efflux

de lipides catalysé par ABCA1l généere des particules HDL naissantes ou discoidales qui

seront de tres bons accepteurs pour I'efflux de cholestérol via ABCGL1 (Gelissen et al., 2006).

4-2-2-2) ABCG1

ABCG1 appartient également a la famille des ABC transporteurs et est fortement
exprimé a la surface cellulaire des macrophages. Il s’agit d’'un hémi-transporteur contenant un
seul site de liaison des nucléotides, qui pour étre fonctionnel a besoin d’étre dimérisé.

Le r6le d/ABCG1 dans l'efflux de cholestérol a été confirmé dans des modéles de
souris transgéniques. L’invalidation d’ABCG1 chez la souris sous régime riche en graisses et
cholestérol entraine une accumulation massive de lipides neutres et de phospholipides dans le
foie, les poumons et en particulier dans les macrophages infiltrés dans ces tissus. En paralléle,
une surexpression d’ABCG1 protége de lI'accumulation de lipides induite par le régime
(Kennedy et al., 2005).

Contrairement a ABCA1, ABCG1 ne contribuerait pas a I'efflux de phospholipides et
de cholestérol cellulaire vers les prEIDL mais vers des particules HDL déja lipidées de
type aHDL. En effet, des études vitro ont montré que des macrophages invalidés pour
ABCG1 avaient une diminution de I'efflux de cholestérol vers des particules HDL mais pas
de modification de l'efflux vers I'apoA-lI (Kennedy et al., 2005). Il semblerait donc que
ABCAL1 et ABCGL1 puissent agir de facon synergique, ABCG1 lipidant les particules HDL
formées sous l'action d’ABCAL (Lorenzi et al., 2008b).

Actuellement, nous possédons trés peu de connaissances sur le mécanisme par lequel
ABCG1 induit I'efflux de cholestérol vers des particules HDL naissantes. D’apres Vaugham
et Oram, il semblerait que ABCG1 induise une redistribution du cholestérol au niveau de la
membrane cellulaire dans des domaines ou celui-ci devient disponible pour les particules
HDL mais pas pour des particules d’apoA-I délipidées (Vaughan and Oram, 2005).
Contrairement & ABCAL, le réle de ABCG1 chez 'homme reste a confirmer.
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4-2-2-3) SR-B1

SR-B1 est un autre transporteur également présent dans les macrophages qui pourrait
jouer un role dans le processus d'efflux de cholestérol. En effet, des macrophages J774
surexprimant de facon stable SR-B1 exportent plus de cholestérol vers les HDL que les
cellules contrbles (Huang et al., 2003). Loregizal ont démontré que comme ABCG1, SR-
B1 était responsable de I'efflux de cholestérol vers des particules HDL naissantes et non vers
I'apoA-I. Il semblerait également que le degré de lipidation des particules HDL influence
fortement l'interaction des HDL naissantes avec ABCG1 ou SR-B1. En effet, l'invalidation
d’ABCG1 dans des macrophages RAW264.7 induit une diminution de I'efflux de cholestérol
vers des particules HDL faiblement lipidées tandis qu’une invalidation de SR-B1 entraine une
diminution de I'efflux vers des particules HDL plus riches en lipides (Lorenzi et al., 2008b).
Ainsi, il est possible que les particules générées par ABCG1 constituent des substrats pour
SR-B1 mais ceci reste & démontrer.

Malgré I'implication de SR-B1 dans le processus d’efflux de cholestérol vers les HDL
dans les études vitro, le réle de SR-B1n vivo est moins clair. En effet, d'apres les études
de Wanget al il semblerait que SR-B1 ne joue pas de ralavo dans I'efflux de cholestérol
a partir des macrophages. Seuls ABCA1 et ABCG1 participeraienitvo a I'efflux de
cholestérol excédentaire des macrophages (Wang et al., 2007).

4-3) Remodelage plasmatigue des HDL

4-3-1) LCAT (Lecithin-Cholesterol Acyltransferase)

Apres avoir capté le cholestérol libre des tissus périphériques, |8sHPIte
discoidales sont dans un premier temps remodelées sous l'action de la LCAT en HDL
sphériques. La LCAT est une glycoprotéine de 416 acides aminés sécrétée par le foie, qui
joue un role majeur dans le métabolisme des HDL. Elle catalyse le transfert d’un acide gras de
la phosphatidylcholine vers le résidu hydroxyle du cholestérol dans des particules HDL
discoidales. Le cholestérol ester ainsi formé migre vers le cceur de la HDL ce qui lui conferera
une forme sphérique.

Chez I'hnomme, les mutations de la LCAT sont associées au syndrome de déficience en
LCAT et a la «fish-eye disease » caractérisées par une forte diminution du taux de HDL
matures et une accumulation de particules HDL discoidales dans le plasma (Zannis et al.,
2006). Toutefois, les patients déficients pour la LCAT ne développent pas d’athérosclérose

prématurément.
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La réaction de transestérification par la LCAT nécessite la présence de I'apoA-I. En
effet, un anticorps monoclonal reconnaissant I'apoA-I ainsi que la liaison de I'heptaglobine
sur I'apoA-I inhibe l'activité de la LCAT en masquant son site d'activation (Meng et al., 1993)
(Spagnuolo et al., 2005). De plus, des mutations ponctuelles de I'néfcds I'apoA-I
inhibent I'activation de la LCAT et miment le phénotype de déficience en cette enzyme chez
I’'homme (Chroni et al., 2005).

En déplacant le cholestérol libre de la surface des lipoprotéines, la LCAT permet de
maintenir un gradient de cholestérol entre les cellules et les HDL. Ainsi, la LCAT pourrait
jouer un rble essentiel dans le RCT en favorisant l'efflux du cholestérol des tissus
périphériques vers les HDL. Cependant, Tanigeiwah ont recemment démontré que, malgré
'augmentation des taux de HDL-cholestérol plasmatiques, la surexpression de la LCAT chez
la souris entraine de fagon inattendu une diminution du RCT des macrophages vers les feces
in vivo. La coexpression de la CETP empéche cette diminution du RCT mais n’induit pas
toutefois une augmentation du RCT. De plus, chez les souris invalidées pour la LCAT
présentant une forte diminution des taux plasmatiques en HDL-cholestérol (-93%), on observe
seulement une diminution de 50% du RCT des macrophages vers les féces. Ces résultats
mettent en évidence la complexité des modulations du RCT par le biais de I'activité de la
LCAT du fait de I'existence probable de mécanismes de compensation (Tanigawa et al.,
2009).

4-3-2) PLTP (Phospholipid Transfer Protein)

La PLTP est un facteur majeur régulant la taille et la composition des HDL ainsi que

leur taux plasmatique. Cette protéine de 81 kDa fait partie de la famille des protéines de
transfert de lipides. Elle permet les échanges de phospholipides des lipoprotéines riches en
triglycérides telles que les VLDL vers les HDL (Masson et al.,, 2009). L'importance de
I'activité de transfert de phospholipides par la PLTP a été démantke dans des souris
invalidées pour cette protéine. En effet, le plasma de souris invalidées pour la PLTP présente
une incapacité a induire le transfert de différents phospholipides dans umvterst (Jiang et

al., 1999). De plus, la capacité de transférer de la phosphatidylcholine marquée des VLDL
vers les HDL est totalement aboirevivo chez ces souris. Ainsi, les souris déficientes pour la
PLTP présentent une forte diminution des taux de phospholipides, cholestérol et apoA-I
associés aux HDL, pouvant s’expliquer par un hypercatabolisme des particules HDL
déplétées en phospholipides (Jiang et al., 1999) (Qin et al., 2000).
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L’expression de la CETP chez les souris déficientes en PLTP ne modifie pas l'activité
de transfert de phospholipides; ainsi, la PLTP est la principale enzyme responsable du
transfert des phospholipidés vivo (Kawano et al., 2000). Sous régime enrichi en graisses,
les souris déficientes en PLTP présentent également une diminution des taux plasmatiques de
HDL mais une augmentation des taux plasmatiques en phospholipides, cholestérol et
cholestérol ester associés aux VLDL et LDL sans changement des taux d’apoB-100,
suggérant une accumulation des composés de surface dans les lipoprotéines enrichies en
triglycérides (Jiang et al., 1999). De facon similaire a la souris, chez I'hnomme, la PLTP
semble étre la principale enzyme responsable du transfert de phospholipides dans le plasma.
En effet, une déplétion de la PLTP plasmatique par immunoprécipitation dans du plasma
humain induit une diminution d’environ 50 a 72% du transfert de phospholipides entre
VLDL/LDL et HDL (Cheung et al., 1996).

De plus, la PLTP plasmatique est responsable de la conversion dgsRBIDL, et
préB-HDL (Tu et al.,, 1993). En utilisant des particules HDL reconstituées contenant des
phospholipides ou du cholestérol ester marqués au pyrenegtialsant proposé un modéle
dans lequel la réaction initiale pour la conversion des HDL par la PLTP est un transfert de
phospholipides suivi par la libération d’'une particule d’apoA-l1 délipidée et la fusion des
particules instables générées (Lusa et al., 1996). Huuslebraéront démontré, en utilisant
des mutants de la PLTP avec une activité de transfert de phospholipides diminuée, que le
transfert de phospholipides est essentiel pour induire la conversion des HDL par la PLTP
(Huuskonen et al., 2000).

En outre, par son activité de transfert de PL, la PLTP est capable de transférer d’autres
composes tels queadtocophérol (la forme la plus antioxydante de la vitamine E), le
cholestérol et des lipopolysaccharides (Gautier et al., 2008; Huuskonen et al., 2001). Ainsi,
I'invalidation de la PLTP chez la souris est associée a une diminution de la susceptibilité a
I'athérosclérose malgré une diminution du taux plasmatique de HDL. Cette diminution de la
susceptibilité a l'athérosclérose chez les souris invalidées pour la PLTP est due a une
réduction des taux plasmatiques des lipoprotéines athérogenes contenant de I'apoB et a une
accumulation de vitamine E, aux propriétés anti-oxydantes, dans ces lipoprotéines (Jiang et
al., 2002) (Jiang et al., 2001). Inversement, la surexpression de la PLTP humaine chez la
souris par infection adénovirale induit une augmentation des taux plasmatiqueB-tpré
et une forte diminution des taux de HDL plasmatiques résultant d’'une accélération du

catabolisme des HDL (Foger et al., 1997). Dans des souris hyperlipidémiques invalidées pour
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I'apoE, une surexpression de la PLTP par infection adénovirale induit une augmentation de la
taille des lésions athéromateuses qui est accompagnée d'une diminution des taux
plasmatiques en apoA-1I, HDL-cholestérol et phospholipides et d’une diminution des taux de
vitamine E associée aux lipoprotéines contenant de I'apoB (Yang et al., 2003). Ces travaux
suggerent donc un role pro-athérogene de la PLTP.

Cependant, par une technique de transfert de moelle osseuse, \&lahtant
démontré que des macrophages déficients pour la PLTP augmentent la taille des lésions
athéromateuses chez des souris LDBuggérant donc un réle athéroprotecteur de la PLTP
au niveau des macrophages (Valenta et al., 2006). Ainsi, ces différents travaux proposent
donc que les effets anti-athérogenes et pro-athérogénes de la PLTP dépendent de son site

d’action.

4-3-3)_ CETP (Cholesteryl Ester Transfer Protein)
La CETP est une glycoprotéine hydrophobe de 74 kDa appartenant a la famille des

protéines de transfert de lipides comme la PLTP. Les principaux tissus responsables de la
synthese de la CETP sont le foie et le tissu adipeux et cette enzyme est principalement liée
aux HDL plasmatiques (Barter and Kastelein, 2006).

La CETP joue un réle central dans le métabolisme du cholestérol en transférant des
lipides hydrophobes (cholestérol ester et triglycérides) entre les HDL et les lipoprotéines
contenant I'apoB selon un gradient de concentration, conduisant ainsi a une déplétion en
cholestérol ester et un enrichissement en triglycérides du coeur des HDL. Une fois transféré
dans les LDL et VLDL, le cholestérol ester devient disponible pour la captation hépatique
le LDLR, ainsi la CETP pourrait avoir un réle anti-athérogene. Cependant, en transférant le
cholestérol ester des HDL vers les lipoprotéines a apoB, la CETP diminue la concentration
des particules anti-athérogénes HDL et augmente la concentration des particules pro-
athérogenes LDL (Barter and Kastelein, 2006). Ces derniéres années, de nombreuses études
invivo ont été réalisées pour déterminer les propriétés anti- ou pro-athérogéenes de la CETP.

L’introduction du gene humain de la CETP chez la souris, qui n’exprime pas
naturellement la CETP, a conduit a des observations variables sur le développement de
I'athérosclérose. L'expression de la CETP augmente le développement de l'athérosclérose
dans des modeles de souris hypercholestérolémiques telles que les souris invalidées pour
'apoE ou pour le LDLR (Plump et al.,, 1999). Par contre, chez un modele de souris
hypertriglycéridémiques (souris exprimant I'apoC-lll humaine), I'expression de la CETP a un

effet anti-athérogéne (Hayek et al., 1995).
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Contrairement a la souris, le lapin, comme I'homme, posséde une forte activité CETP
et constitue un modéle idéal pour I'étude des effets d’'une inhibition de cette enzyme. Une
inhibition de la CETP par l'utilisation d’oligodéoxynucléotides antisens ou d’un vaccin induit
une augmentation des taux de HDL-cholestérol et une diminution de la formation de la plaque
d’athérome chez des lapins placés sous régime enrichi en cholestérol (Sugano et al., 1998)
(Rittershaus et al., 2000). De plus, il existe au Japon, une population déficiente en CETP
présentant un taux élevé de HDL et une augmentation du catabolisme des LDL, lipoprotéines
pro-athérogenes (lkewaki et al., 1995). Une récente méta-analyse de trois différents SNPs
(polymorphismes nucléotidiques simples) dans le gene de la CETP a montré une diminution
faible mais significative du risque de maladies cardiovasculaires chez les porteurs d’alleles de
la CETP associés a une diminution de l'activité¢ de la CETP et une augmentation de la
concentration plasmatique en HDL-cholestérol (Thompson et al., 2008). Par ces études et les
résultats obtenus chez le lapin, des inhibiteurs de la CETP tels que le Torcetrapib ont été
développés. Les effets de ces inhibiteurs chez ’lhomme seront développés dans le chapitre II.

4-3-4) Lipase hépatigue et lipase endothéliale

Les lipases sont des enzymes hydrophiles capables d’hydrolyser des substrats
hydrophobes comme les triglycérides, le cholestérol ester et les phospholipides. Deux d’entre
elles sont impliquées dans le remodelage des HDL : la lipase hépatique (LH) et la lipase
endothéliale (LE). Bien que la LH et la LE ont toutes deux des activités phospholipase et
triglycéride lipase, la LE posséde une faible activité triglycéride lipase contrairement a la LH
(McCoy et al., 2002).

La LH est une protéine majoritairement exprimée par le foie. Une fois sécrétée, elle se
fixe aux groupements de type héparane-sulfate a la surface des cellules endothéliales des
capillaires et des hépatocytes dans I'espace de Disse. Elle est responsable de I'hydrolyse des
triglycérides et phospholipides de la plupart des lipoprotéines (remnants de chylomicrons,
VLDL, LDL et HDL). Dans le métabolisme des HDL, la LH permet la lipolyse des HDL
enrichies en triglycérides par la CETP et en phospholipides par la PLTP. Sous l'action de la
LH, les HDL, sont remodelées en particules appauvries en triglycérides (-60%) appelées
remnants de HDLqui sont préférentiellement captés par le foie. Ce remodelage est associé a
la libération de pf@HDL, accepteurs préférentiels pour I'efflux de cholestérol (Barrans et al.,
1994) (Guendouzi et al., 1999). De plus, Cadtedl ont démontrén vitro que l'activité de la
LH augmentait la captation du cholestérol ester des WIBSR-B1 (Collet et al., 1999).
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En plus de son activité lipolytique, la LH a une fonction ligand qui facilite la captation des
lipoprotéines et de leurs lipides par des récepteurs cellulaires. En effet, la surexpression d’'une
forme catalytiquement inactive de la LH dans des souris déficientes pour cette enzyme induit
une diminution des concentrations plasmatiques en cholestérol, phospholipides et HDL-
cholestérol. Cependant, la clairance de I'apoA-lI des HDL est seulement augmentée chez les
souris traitées avec la forme sauvage de la LH, suggérant donc un important réle de l'activité
catalytique dans le catabolisme des HDL (Dugi et al., 2000). Ainsi, la LH est une protéine
complexe avec de multiples fonctions et pourrait donc jouer a la fois des roles pro- et anti-
athérogenes. L'expression de la LH humaine chez la souris placée sous régime enrichi en
cholestérol entraine une diminution de la concentration plasmatique en HDL-cholestérol et
une diminution de 'accumulation du cholestérol dans I'aorte (Busch et al., 1994). Cependant,
linvalidation de la LH chez des souris apbEnduit également une diminution de
I'athérosclérose malgré une augmentation de la concentration plasmatique en cholestérol
(Mezdour et al., 1997). Cette contradiction sur le réle pro et anti-athérogene de la LH est aussi
vraie pour les études chez 'homme. En effet, bien que les patients déficients pour la LH
développent prématurément des Iésions d’'athérosclérose, une augmentation de l'activité de la
LH a été mesurée chez des patients coronariens (Santamarina-Fojo et al., 2004).

La LE est exprimée par les cellules endothéliales mais également par les hépatocytes
et les macrophages (Hasham and Pillarisetti, 2006). Cette enzyme est un déterminant majeur
de la concentration, de la structure et du métabolisme des HDL puisque son invalidation
conduit a un ralentissement de la clairance des HDL et donc a une augmentation des
concentrations plasmatiques en HDL-cholestérol et apoA-1 (Ma et al., 2003). Chez les souris
invalidées pour la LE, la taille des particules HDL est augmentée. A linverse, la
surexpression hépatique de la LE induit une diminution des taux plasmatiques en PL, HDL-
cholestérol et apoA-1 accompagnée d’'une formation de HDL de petites tailles pauvres en
lipides et d’'un catabolisme accéléré de I'apoA-I radiomarquée issue des HDL par le foie et les
reins. Maugeaigt al suggéerent donc que la LE déplete les particules HDL en PL ce qui
déstabilise I'apoA-1 et induit sa dissociation et son catabolisme par leglvingeais et al.,

2003). Comme la LH, la LE posséde une fonction ligand; Fukal ont montré que
I'expression de la LE dans des cellules CHO augmente la liaison des HDL radiomarquées et
cette capacité de liaison est présente méme en absence de l'activité catalytique de I'enzyme
(Fuki et al., 2003). Cependant, I'expression d’'une forme catalytiquement inactive de la LE

chez la souris n’'induit pas de modification des taux de HDL-cholestérol. Ainsi I'effet de la
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surexpression de la LE sur le métabolisme des HDL est essentiellement di a l'activité
lipolytique de la LE (Broedl et al., 2003).
Plusieurs SNPs du géne humain de la LE tels que le SNP 584C/T ont été décrits chez des

patients avec des taux plasmatiques élevés de HDL-cholestérol (Ma et al., 2003).

Figure 9: Remodelage plasmatique des HDL

Les pr@-HDL acquierent du cholestérol libre a partir dessus périphériques pour devenir
des HDIL; puis des HDL aprés estérification de leur cholestérol par la LCAT. Sous l'action
combinée de le CETP et de la PLTP, les HDkont s'enrichir en triglycérides et
phogholipides qui vont étre ensuite hydrolysés par la LH et la LE pour donner ung HDL
résiduelle (remnant de HDL) qui sera captée par le foie et une apoA-1 faiblement lipidée.

4-4) Captation hépatigue des HDL

Apres avoir subi les différents processus de maturation plasmatique, les HDL vont étre

captées par le foie et leur cholestérol sera ensuite éliminé dans les voies biliaires soit sous
forme libre soit aprés conversion en acides biliaires. Le processus de captation hépatique des
HDL est au coeur des préoccupations de notre laboratoire depuis de nombreuses années.
Deux voies principales permettent cette captation hépatique: la premiere correspond a
la captation sélective du cholestérol ester transporté par les HDL, captation dépendante de
SR-B1 et la seconde, mise en évidence par notre équipe, implique le coupla- ecto-F
ATPase/P2Y; qui permet la captation hépatique de I'holoparticule HDL (lipides et

protéines).

-850 -



CHAPITRE | : Homéostasie du cholesterol et régulations

4-4-1) SR-B1 et la captation sélective du cholestérol ester

SR-B1 est une glycoprotéine de 509 acides aminés (57 kDa sous sa forme
déglycosylée et 82 kDa sous sa forme native) formée d’'une large boucle extracellulaire ancrée
par deux domaines transmembranaires adjacents aux extrémités cytoplasmiques N- et C-
terminales. Le nom de récepteur « scavenger » ou « éboueur » en frangais vient de la capacité
de SR-B1 a lier de nombreux ligands comme les LDL natives ou modifiées par oxydation ou
aceétylation, des phospholipides anioniques ou encore des apolipoprotéines libres. SR-B1 lie
eégalement avec une grande affinité les HDL (Acton et al., 1996).

SR-B1 est exprimé dans de nombreux types cellulaires chez les mammiferes, incluant
les entérocytes, les macrophages, les cellules musculaires lisses, les kératinocytes, les
adipocytes et les plaquettes. Mais ces principaux sites d’expression sont les tissus connus pour
étre activement impliqgués dans le catabolisme du cholestérol, comme le foie (synthese des
acides biliaires), les glandes surrénales, les ovaires et les testicules (stéroidogenése) (Acton et
al., 1996).

Au niveau du foie et des tissus stéroidiens, SR-B1 est responsable de la captation
sélective du cholestérol ester contenu dans le coeur des HDL. Il semblerait que SR-B1 lie les
HDL puis que leur contenu en cholestérol ester soit délivré au niveau de la membrane
plasmique sans internalisation de la particule entiére (Acton et al., 1996). Dans ce processus,
la liaison des HDL a SR-B1 est nécessaire mais pas suffisante pour induire la captation
sélective du cholestérol ester. En effet, un mutant de SR-B1, N173Q, caractérisé par une
absence de glycosylation du résidu 173 présente une augmentation de l'affinité de liaison
pour les HDL associée a une perte de I'activité de captation sélective (Vinals et al., 2003).

Le mécanisme par lequel SR-B1 transfere le cholestérol ester des HDL a la membrane
plasmique n’est pas encore tres clair. Des études utilisant des liposomes artificiels
reconstitués avec SR-B1 purifié ont démontré que SR-B1 pouvait lier les HDL et induire la
captation sélective du cholestérol ester sans la participation d'autres protéines (Liu and
Krieger, 2002). Cependant, il a été montré qu'une association de SR-B1 avec la lipase
hépatique favorise la captation du cholestérol ester probablement par une modification de la
conformation de la lipoprotéine (Collet et al., 1999).

Différents modéles sont proposés pour la captation sélective du cholestérelaester
SR-B1. Rodriguezaet al proposent un modéle dans lequel SR-B1 formerait un canal
hydrophobe entre la lipoprotéine et la membrane plasmique au travers duquel le cholestérol
ester pourrait diffuser. Pour former un tel canal, SR-B1 pourrait se dimériser ou se

multimériser (Rodrigueza et al., 1999). Un autre modéle a été proposé dans lequel la captation
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sélective du cholestérol ester des HDL par les hépatocytes impliquerait un phénoméne de
rétroendocytose des HDL. Dans ce processus de rétroendocytose, la particule HDL serait
internalisée avec SR-B1, libérée de son contenu en cholestérol ester et resécrétée sous une
forme appauvrie en lipides au niveau du pole basolatéral (Silver et al., 2001). En effet, sur des
hépatocytes de souris, il a été montré, a l'aide de HDL marquées a la fois sur la partie
protéique et lipidique, une colocalisation des HDL avec SR-B1 dans différents compartiments
intracellulaires (la membrane basolatérale, les endosomes de recyclage et le compartiment
subapical de la cellule). Cependant, des expériences de « pulse-chase » a l'aide de HDL
marquées a l'iode 125 et biotinylées ont permis de montrer que la contribution de ce
mécanisme de rétroendocytose dans la captation sélective était faible par rapport au transfert
direct du cholestérol ester sans captation de la particule HDL entiere (Sun et al., 2006). De
plus, Nielandet al ont démontré que la captation sélective du cholestérol ester n’est pas
dépendante d'un processus d’endocytose: en effet en conditions hyperosmotiques ou apres
déplétion intracellulaire en K la captation sélective du cholestérol ester n’est pas modifiée
(Nieland et al., 2005). Paglet al ont mis en évidence que le processus de rétroendocytose
des HDLvia SR-B1 n'est pas associé a la captation sélective du cholestérol ester mais a
I'efflux de cholestérol. La rétroendocytose des HDL permettrait donc a la cellule d’exporter
son cholestérol intracellulaire en exces (Pagler et al., 2006).

L'importance physiologique de SR-B1 dans la captation hépatique du cholestérol a été
clairement démontrée chez la souris en utilisant différents modeéles génétiqguement modifiés.
La surexpression de SR-B1 au niveau hépatique par infection adénovirale ou par transgénese
se traduit par une diminution importante du taux de HDL plasmatiques, corrélée a une
accélération de la captation hépatique du cholestérol de ces particules et une augmentation de
la concentration en cholestérol dans la bile. Ces animaux présentent également une chute des
taux plasmatiques de cholestérol associé aux VLDL et LDL suggérant qu'une surexpression
de SR-B1 favorise également le catabolisme des LDL (Kozarsky et al., 1997) (Wang et al.,
1998). A l'inverse, une invalidation partielle de SR-B1 chez la souris induit une augmentation
dose dépendante du cholestérol plasmatique (+31% pour les hétérozygotes et +125% pour les
homozygotes). La composition plasmatique en lipoprotéines chez ces souris montre une
accumulation de particules HDL de taille plus importante correspondant a des HDL enrichies
en cholestérol (Rigotti et al., 1997) (Brundert et al., 2005). De plus, l'invalidation de SR-B1
induit une diminution de 30% de la concentration en cholestérol dans la bile (Trigatti et al.,
1999). Ces résultats suggerent donc, que chez la souris, SR-BI joue un réle important dans les

derniéres étapes du transport retour du cholestérol (captation hépatique du cholestérol et
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by

élimination biliaire). En utilisant des HDL doublement marquées a liode 125 et au
cholestérol ester tritié, Brundest al ont montré que l'invalidation de SR-B1 chez la souris
diminue d’environ 90% la captation sélective du cholestérol ester transporté par les HDL
(Brundert et al., 2005). SR-B1 est donc le principal récepteur impliqué dans la captation
sélective du cholestérol ester des HDL au niveau hépatique chez la souris. Ainsi SR-B1
devrait avoir un réle athéroprotecteur.

Il est cependant difficile d’extrapoler ces résultats a la physiopathologie humaine et |l
convient de prendre en compte les limites du modele murin. En effet, les souris ont un
métabolisme du cholestérol et des lipoprotéines qui n’est pas comparable a 'homme. Les
souris sont naturellement déficientes pour la CETP; ainsi les HDL sont les principaux
transporteurs plasmatiques de cholestérol chez ces animaux alors que chez 'homme qui
possede la CETP ce sont les LDL qui assurent cette fonction.

Un modéle de souris transgéniques plus proche de 'homme en ce qui concerne le
métabolisme des lipoprotéines peut étre utilisé. Il s'agit des souris invalidées pour le LDLR
qui présentent une augmentation importante des taux plasmatique en LDL-cholestérol qui
sont proportionnellement proches de I’homme et développent des Iésions athéromateuses dans
des conditions de régimes riche en cholestérol. La surexpression hépatiqgue de SR-B1 par
infection adénovirale chez des souris LDLRiminue la progression du développement des
lésions athéromateuses ainsi que la concentration plasmatique en cholestérol associé aux HDL
(Kozarsky et al., 2000). Ainsi cette étude met en avant |'effet athéroprotecteur de SR-B1 a
différents stades de développement de la pathologie et il est intéressant de noter que ces
résultats vont a I'encontre du dogme qui veut que les taux de HDL sont inversement corrélés
avec l'apparition des maladies cardiovasculaires. Ainsi, une baisse du taux de HDL
plasmatiques peut avoir des effets athéroprotecteurs si elle est due a une augmentation de
I'élimination hépatique des particules HDL. Le réle physiologique de SR-B1 a également été
démontré dans les travaux de Hudbyal. En conditions de régime athéromateux, les souris
invalidées pour SR-B1 spécifiquement au niveau hépatique présentent des lésions de taille
plus importante par rapport a des souris contréles. Cette augmentation de la taille des lésions
est corrélée avec une augmentation des concentrations plasmatiques en cholestérol. Cependant
ces souris présentent des Iésions athéromateuses de plus petite taille par rapport & des souris
ayant une invalidation totale de SR-B1 et ceci malgré des taux plasmatiques en cholestérol
similaires. Ces résultats confirment donc le rble athéroprotecteur de SR-B1 au niveau
hépatique mais proposent également un réle anti-athérogénique de SR-B1 au niveau des tissus

périphérigues indépendamment des modifications des paramétres lipidiques plasmatiques
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(Huby et al., 2006). De plus, chez ces souris placées sous régime athéromateux (enrichi en
cholestérol, graisses et acide cholique), il a pu étre observé une accumulation des
lipoprotéines de type VLDL suggérant ainsi un role de SR-B1 dans le catabolisme des
lipoprotéines contenant de I'apoB. Dans des hépatocytes primaires murins, il a été montré que
SR-B1 favorise la captation sélective du cholestérol ester des HDL mais également des LDL
(Rhainds et al., 2003). De plus, les travaux de Hildebeaaldont montré que l'expression de

la CETP chez des souris invalidées pour SR-B1 rétablie des taux de HDL-cholestérol
normaux en restaurant le transport du cholestérol ester transporté par les HDL au foie.
Cependant aucune modification de la susceptibilité a I'athérosclérose n'est observé chez ces
souris invalidées pour SR-B1 et exprimant la CETP (souris SRERTPY). L'absence de
modification de la susceptibilité & l'athérosclérose chez les souris SREETPY est
probablement di a la persistance de taux élevés de VLDL-cholestérol et a une augmentation
du statut oxydatif chez ces animaux. Ainsi, l'augmentation de I'athérosclérose observé chez
les souris invalidées pour SR-B1 ne semble pas étre directement corrélée avec la diminution
du catabolisme du cholestérol ester transporté par les HDL mais pourrait étre attribuée a
d'autres conséquences de la déficience de SR-B1 telles que I'augmentation du stress oxydant
et 'accumulation de VLDL-cholestérol (Hildebrand et al.).

Il est cependant difficile de faire une corrélation directe entre le réle de SR-B1 chez la
souris avec la fonction de son homologue CLA-1 chez 'homme. Actuellement 5 variants
alléliques de CLA-1 ont été identifiés et trois d’entre eux ont été étudiés du point de vue du
métabolisme lipidique. De facon surprenante, parmi ces trois variants, un seul est associé a
une légére augmentation du taux plasmatique des HDL alors que deux d’entre eux sont
associés a une baisse significative du taux de LDL circulant comparé a la population
homozygote pour l'allele sauvage (Acton et al., 1999). Ainsi, il semblerait donc que chez
'homme SR-B1 soit d’avantage impliqué dans le catabolisme hépatique des LDL que dans
celui des HDL. Toutefois, dans les cellules d’hépatocarcinome humain,Hep@té montré
gue CLA-1 favorise la captation sélective du cholestérol ester des HDL et des LDL (Rhainds
et al., 2003). De plus, dans des modéles de souris chimériques co-exprimant CLA-1 et
'apoA-1 humaine, il a été démontré que CLA-1 peut moduler le métabolisme des HDL
(Komori et al., 2008).
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4-4-2) La voie ecto-lFATPase/ P2Y 3
La vision d’'une captation uniquement sélective du cholestérol transporté par les HDL

présente certaines limites. L'existence d’autres voies impliquées dans I'endocytose de la

particule HDL entiére est suggérée notamment par la présence de protéines provenant des
HDL dans différents compartiments intracellulaires des hépatocytes, tels que les endosomes
de tri (Wustner, 2006).

Notre laboratoire a mis en évidence sur des hépatocytes humains I'existence d’'une
voie d’endocytose de I'holoparticule HDL (lipides + protéines) dépendant de la formation de
vésicules a clathrine (Garcia et al., 1996). Cette voie implique la participation de deux sites de
liaison aux HDL d’affinité différente.

4-4-2-1) Collaboration de deux sites de liaison hépatigues aux HDL

pour I'endocytose de I'holoparticule HDL

Le laboratoire a tout d’abord mis en évidence l'existence de deux sites de liaison pour
les HDL; d'affinité différente : un site de haute affinité (Kd10°M) et un site de basse
affinité (Kd = 10’M) sur les cellule Hep&(Barbaras et al., 1994). La reconnaissance de ces
deux familles de sites par les complexes apoA-I/DMPC (dimyristoyphosphatidylcholine),
montre que la liaison des deux familles de sites seviaifapoA-I (Barbaras et al., 1994).
Cependant I'apoA-1 libre c'est-a-dire délipidée peut seulement se lier aux sites de haute
affinité (Barbaras et al., 1994).

Tandis que les HDLenrichies en triglycérides (HRTG) sont capables de se lier
seulement aux sites de basse affinité (Guendouzi et al., 1998) et 'apoA-1 libre ne liant que les
sites de haute affinité, notre équipe a montré sur des cellules; lqap&internalisation des
HDL,-TG est augmentée de 30% en présence d’apoA-l (Martinez et al., 2003). De plus, dans
des expériencesn situ de perfusions de foie de souris, I'apoA-1 stimule la captation
hépatique de HDJ-TG radiomarquées sur la partie protéique (Jacquet et al., 2005). Ainsi, la
liaison de l'apoA-l sur les sites de haute affinité est capable de stimuler I'endocytose des

HDL via les sites de basse affinité.

4-4-2-2)_Le site de haute affinité : I'ecto-FATPase

La liaison spécifique de I'apoA-I sur les sites de haute affinité a permis d’identifier a

partir de membranes plasmiques de foie de porc par résonance plasmonique de surface

-55 -



CHAPITRE | : Homéostasie du cholesterol et régulations

(Biacore) et chromatographie d’affinité la chaiffede I'ATP synthase comme étant le
récepteur de haute affinité pour I'apoA-I libre (Martinez et al., 2003).

L'ATP synthase ou fFo-ATPase est connue comme étant le complexe enzymatique
terminal (Complexe V) de la chaine respiratoire mitochondriale permettant la synthese d’ATP
a partir d’ADP et de Pi en utilisant I'énergie générée par un gradient de protons (Boyer,
2000). Elle est localisée au niveau des crétes de la membrane interne de la mitochondrie et est
constituée de deux domaines (Figure:10)

- la partie B considérée comme un canal a protons de la membrane interne
mitochondriale qui contient un nombre variable de sous-unités ¢ (10 a 15) et les sous-unités a,
b, d, e, f, g, A6L, F6 et OSCP

- la partie I qui est ancrée sur, et orientée vers la matrice mitochondriale. Celle-ci
constitue le domaine catalytique de I'enzyme et est formée de 9 sous-unités assemblées de la

faconasfzyoe.

Figure 10:

Représentation schématique de I'ATP
synthase mitochondriale

L'ATP synthase est constituée de deux
parties: b et k.

La partie b insérée dans la membrane
interne de la mitochondrie constitue un
canal a protons. La partie Rncrée sur
Fo et orientte vers la matrice
mitochondriale constitue le domaine
catalytique.

Dans des conditions normales, en présence du flux de protons, cette enzyme phosphoryle
'ADP en ATP. Quand le flux de protons est absent (en conditions d’hypoxie par exemple),
inversé ou lorsque la partig st découplée de,H'ATP synthase exerce la fonction inverse,
a savoir, I'hydrolyse de I'ATP en ADP. Cette réaction inverse est régulée par une petite
protéine de 10 kDa : IFuninhibiteur naturel de I'activité hydrolase de I'ATP synthase, qui
limite ainsi la perte d’énergie consécutive a I'hydrolyse de I'ATP produit.

La présence du domaine catalytiqué de I'ATP synthase a la surface cellulaire des
hépatocytes humains a été confirmée par microscopie confocale et cytométrie de flux
(Martinez et al., 2003).
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Plusieurs équipes de recherche ont également montré la présence desiobiBroes
I'ATP synthase a la surface de divers types cellulaires avec différentes fonctions associées.
Dans I'équipe, les sous-unitéset B ont été également identifiées a la surface de cellules
tumorales d’origine hématopoiétique et rénale, ou '’ATP synthase pourrait avoir un réle dans
immunité anti-tumorale en étant la cible des lymphocytesy3/V¥d2. En effet, la liaison de
I'apoA-I sur I'ATP synthase présente a la surface des cellules tumorales stabilise I'interaction
de I'ATP synthase avec le TCR (T Cell Receptor) augmentant ainsi la réponse cytotoxique
des lymphocytes T ¥9/Vd2 (Scotet et al., 2005). De fagon surprenante, I'ATP synthase
interagit fortement avec le CMH-I (Complexe Majeur d'Histocompatibilité de classe 1) a la
surface des cellules tumorales (Vantourout et al., 2008) (cf. Annexe 1 Article 3). Les cellules
tumorales ainsi que certains pathogénes sont capables d’inhiber I'expression du CMH-I
évitant ainsi la présentation de peptides étrangers qui puissent activer la réponse immune
cytolytique. De par les résultats expéerimentaux, I'ATP synthase a la surface tumorale pourrait
constituer un signal de lyse par l'activation des lymphocytesyd/\d2 lors d’une chute
d’expression du CMH-I.

L’ATP synthase est également présente a la surface des cellules endothéliales,
HUVECS, ou elle joue un réle dans la survie et la proliféeration cellulaires. La liaison de
I'apoA-l sur 'ATP synthase de surface stimule la prolifération et inhibe I'apoptose des
HUVECs au travers de l'activité hydrolase de I'ATP synthase (Radojkovic et al., 2009).
D’autres études ont observé la présence de I'ATP synthase a la surface d’adipocytes, de
kératinocytes et de bien autres types cellulaires (Kim et al., 2004) (Burrell et al., 2005)
(Champagne et al., 2006).

Contrairement au complexe mitochondrial, a la surface des hépatocytes humains cette
ATP synthase possede seulement l'activité hydrolase, d’ou le nom d’eafbFase qu’'on
lui attribue. Cette activité ATP hydrolase est stimulée par I'apoA-l et inhibée par I'lF
L’ADP, le produit d’hydrolyse de I'enzyme, est capable & lui seul de stimuler I'internalisation
des HDL par les hépatocytes au méme titre que I'apoA-l. De plus, duiF est capable
d’inhiber la production d’ADP par I'ectoifATPase, inhibe a la fois l'internalisation des
HDL basale et induite par I'apoA-I dans des hépatocytes humains mais égdlesignsur
des foies de rat perfusés, ce qui supporte la relevance physiologique de cette nouvelle voie
d’endocytose hépatique des HDL et démontre sa dépendance aux taux extracellulaires d’ADP
(Martinez et al., 2003).
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Le métabolisme des adénosines-5'-di et tri phosphate dans le milieu extracellulaire des
hépatocytes est donc essentiel dans la régulation de la voie d’endocytose des HDL activée par
I'ecto-F-ATPase. En effet, il a été montré que lI'addition dans le milieu extracellulaire de
I'apyrase, enzyme qui mime l'activité d’ecto-nucléotidases en dégradant 'ADP et 'ATP,
entraine une inhibition de l'internalisation des HDL par les hépatocytes (Martinez et al.,
2003).

Ainsi, dans la premiére partie de mes travaux expérimentaux, je me suis intéressée a la
régulation du métabolisme nucléotidique a la surface des hépatocytes humains, et plus
précisément a deux activités enzymatiques responsables de la conversion de nucléotides
comme la Nucléoside DiPhosphoKinase (NDPK) et I'’Adénylate Kinase (AK). L'objectif de
ce projet a donc été d’étudier I'expression et/ou I'activité a la surface cellulaire d’hépatocytes
humains (Hep&: lignée cellulaire dérivée d’hépatome humain et hépatocytes en culture
primaire) de ces deux enzymes, NDPK et AK et d’étudier leur action sur I'endocytose des
HDL par ces modéles cellulaires (cf. Chapitre Ill, Article 1).

4-4-2-3) P2Y3: le récepteur a ’ADP

Les nucléotides extracellulaires sont des molécules de signalisation qui induisent

différents effets biologiques au travers de l'activation de récepteurs nucléotidiques a la
surface cellulaire. Il existe 2 groupes de récepteurs aux purines, les récepteurs a lI'adénosine
P1 et les récepteurs P2 qui reconnaissent les nucléotides de type ATP, ADP, UDP et UTP. La
famille des récepteurs P2 comportent 2 catégories : les P2X qui sont des canaux ioniques et
les P2Y qui sont des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Chez les mammiféres, 8
récepteurs P2Y ont été décrits et clonés : PPRY,, P2Y,, P2Ys, P2Y11, P2Y1,, P2Y;3 et

P2Y14 (von Kugelgen, 2006). Les différents membres de la famille des P2Y présentent une
structure a 7 domaines transmembranaires connectés par 3 boucles intracellulaires et 3
boucles extracellulaires. L'extrémité N-terminale est extracellulaire et I'extrémité C-terminale
est cytoplasmique.

L’ADP est le ligand naturel des récepteurs B2R2Y:, et P2Yis. Il se lie sur ces
récepteurs avec une plus forte affinité que 'ATP qui se comporte plutét comme un agoniste
partiel (Abbracchio et al., 2006). Alors que les récepteurs, B2P2Y;, sont impliqués dans
I'agrégation plaquettaire (Gachet, 2001), le role physiologique deszR3Y encore inconnu.

Des travaux récents chez la souris ont montré que le réceptews €2¥mpliqué dans la
sécrétion d’insuline par les cellules pancréatiques (Amisten et al.). Cependant, chez 'lhomme

I'expression de P2) au niveau du pancréas est tres faible.
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Par RT-PCR, notre équipe a montré la présence des messagers gt P2Y; dans
des hépatocytes humains et murins tandis que;P2st absent (Jacquet et al., 2005). Par
I'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques spécifiques et par interférence d’ARN, I'équipe a
démontré que I'effet induit par 'ADP sur l'internalisation des HDL par les hépatocytes est d
a l'activation du récepteur P2¥et non du récepteur P2YJacquet et al., 2005). Ainsi, le
récepteur P2¥; établit un lien entre le récepteur de haute affinité, I'egtérFPase, et le site
deliaison de basse affinité responsable de I'endocytose desvidld formation de vésicules
a clathrine.

De facon intéressante, I'équipe a observé que le composé AR-C69931MX (appelé
également Cangrelor), préalablement décrit comme inhibiteur de,,P@X également un
agoniste partiel de P2X et est capable de stimuler l'internalisation des HDL par des
hépatocytes en culture at situ dans des expériences de perfusion de foie de souris au méme
titre que I'apoA-I (Jacquet et al., 2005). Cette caractéristique a fait de 'AR-C69931MX un
composé de choix pour I'étude de I'implication physiologique de;P8ans le métabolisme
des HDL et dans le transport retour du cholestérol qui correspond a la deuxieme partie de mes

travaux expérimentaux (cf. Chapitre Ill, Article 2).

4-4-2-4) Cascade de signalisation en aval de BR32Y

L’équipe du Pr. Boeynaems a été la premiére a identifier le réceptews Etivme
étant un RCPG. P2y est trés proche phylogénétiquement de 22Ypossede des propriétés
fonctionnelles similaires telles que le couplage a Gi et la réactivité a ’TADP (Communi et al.,
2001). P2Y3 est principalement exprimé au niveau du cerveau, de la rate, de la moelle
osseuse et du foie mais ces fonctions ainsi que les mécanismes de signalisation en aval ne sont
pas encore bien déterminés.

Plusieurs récepteurs P2Y sont capables d’activer les petites GTPases Rho par
I'intermédiaire des protéines G hétérotrimériques. Le membre majeur de cette famille est
RhoA. Par l'activation de ses effecteurs, les kinases dépendantes des Rho (ROCK), RhoA
régule la formation de fibres de stress. Une telle signalisation a été décrite en aval des
récepteurs P2Y P2Y,, P2Y, et P2 (Sauzeau et al., 2000).

Récemment dans le laboratoire, Malasiaél ont démontré l'implication de la petite
GTPase RhoA et de son effecteur ROCKI dans la signalisation en aval du réceptgueuP2Y
des hépatocytes humains. En effet, ces deux protéines sont activées lors de la stimulation de
P2Y13 par 'ADP ou 'AR-C69931MX mais également par I'apoA-I qui induit une activation
indirecte de P2¥% en stimulant la production d’ADP par I'ectq-ATPase. De plus, un
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mutant constitutivement actif de RhoA (RhoAV14) stimule I'endocytose des HDL par les
hépatocytes humains (Hep(et cet effet stimulateur n’est pas cumulatif avec les effets de
I’ADP. Les ROCK qui sont les principaux effecteurs des petites GTPases Rho, sont
représentés par deux isoformes (ROCKI et ROCKII). Par la technique d’interférence d’ARN,
il a été montré que seul ROCKI est impliqué dans la cascade de signalisation en avakde P2Y
et donc dans la voie d’endocytose des HDL. L’extinction de I'expression de ROCKI inhibe
I'effet de I'’ADP sur I'endocytose des HDL par les cellules HgpGette voie de signalisation
RhoA/ROCKI induit la réorganisation du cytosquelette d’acto-myosine en fibres de stress qui
permettent I'endocytose des HDL. Une inhibition de la formation de ces fibres inhibe I'effet
stimulateur de I'ADP ou '’'AR-C69931MX sur I'endocytose des HDL par les cellules HepG
(Malaval et al., 2009).

Ainsi les différents travaux de I'équipe ont mis en évidence au niveau d’hépatocytes
humains l'existence d’'une nouvelle voie d’endocytose hépatique des HDL impliquant la
participation de deux sites de liaison aux HDL d’affinité différente. La liaison de I'apoA-I sur
le site de haute affinité, 'ectofATPase, active I'activité hydrolase de cette enzyme. L’ADP
généré active le récepteur purinergigue B2 qui va induire une cascade de signalisation
impliquant la petite GTPase RhoA et son effecteur ROCKI permettant la réorganisation du
cytosquelette d’acto-myosine nécessaire a I'endocytose des HDL par les sites de basse affinité

via la formation de vésicules a clathrifféigure 11).
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Figure 11: Voie Ecto-R-ATPase/P2Y,3; d'endocytose des HDL

Au niveau d'hépatocytes humains, la liaison de I'apoA-l sur I'eefdFPase active son
activité ATP hydrolase. L'ADP généré va activer le récepteur:P24i va induire une
cascade de signalisation permettamfine I'endocytose de la particule HDL entiere par le
récepteur de basse affinité via la formation de vésicules a clathrine.

Cette voie d’endocytose hépatique des HDL est donc bien caractérisée au niveau
cellulaire. L'implication physiologique de cette voie dans le métabolisme du cholestérol HDL
et plus précisément dans le transport retour du cholestérol a fait 'objet de mes travaux de

thése.

4-5) Elimination biliaire du cholestérol

L'élimination biliaire du cholestérol soit sous forme libre soit aprés conversion en
acides biliaires constitue la derniére étape du transport retour du cholestérol.

Au cours des années 90, plusieurs études ont démontré, a l'aide de marquages
radioactifs, que le cholestérol provenant des HDL est le meilleur substrat pour la formation
des acides biliaires, contrairement a celui provenant des autres lipoprotéines telles que les
LDL (Botham and Bravo, 1995). Des études plus approfondies ont mis en évidence
I'utilisation préférentielle du cholestérol transporté par les Hpaur la synthése des acides
biliaires tandis que le cholestérol transporté par dessHiakticiperait plus particulierement

au pool sécrété sous forme libre dans la bile (Botham and Bravo, 1995).
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4-5-1) Biosynthese des acides biliaires

La biosynthese des acides biliaires constitue un processus catabolique par lequel le
cholestérol (composé hydrophobe insoluble) est converti en molécules solubles d’acides
biliaires qui seront facilement sécrétées. La conversion du cholestérol en acides biliaires
confére des propriétés détergentes aux acides biliaires qui seront cruciales pour leur fonction
physiologique dans I'absorption des lipides alimentaires et des vitamines liposolubles dans
I'intestin gréle. Chez I'homme, cette biosynthése des acides biliaires qui a lieu exclusivement
au niveau du foie représente environ 50% de I'élimination du cholestérol dans I'organisme
(Alrefai and Gill, 2007).

Dans le foie, les produits formés a partir de la biosynthése des acides biliaires sont
appelés acides biliaires primaires. L'acide cholique et I'acide chénodésoxycholique sont les
acides biliaires primaires formés chez I'homme. Chez les rongeurs, des réactions
d’hydroxylation alternative forment des acides biliaires de structure différente a partir de
I'acide chénodésoxycholique, en particulier, les acides -muricholique.

Pour la conversion du cholestérol en acides biliaires primaires (acide cholique et
chénodésoxycholique) 3 étapes sont requises :

- l'initiation qui correspond a I’lhydroxylation du noyau stérol pour former des dérivés
7alpha hydroxylés du cholestérol

- des modifications supplémentaires de la structure du noyau stérol

- 'oxydation de la chaine latérale
Deux voies peuvent catalyser ces différentes réactions : la voie classique (ou neutre) et la voie
alternative (ou acide). Ces deux voies se distinguent par I'ordre des réactions qui transforment
le cholestérol en acides biliaires primaires et le site cellulaire ou la premiére réaction a lieu
(Figure 12).

La voie neutre débute par la réaction de 7alpha hydroxylation du noyau stérol par la
cholestérol 7alpha hydroxylase : CYP7AL au niveau du réticulum endoplasmique. Cette étape
est considérée comme I'étape limitante de la synthése des acides biliaires par cette voie dite
neutre. En effet, les souris déficientes pour CYP7AL présentent une forte incidence de létalité
postnatale due a une défaillance du foie et une malabsorption des graisses et des vitamines
(Ishibashi et al., 1996).

En comparaison, la voie alternative (ou acide) débute par la réaction d’hydroxylation
de la chaine latérale du cholestérol a la position C27 par la stérol 27-hydroxylase : CYP27A1
au niveau de la mitochondrie (Cali and Russell, 1991). Le produit de la réaction catalysé par

CYP27A1 ne peut pas constituer un substrat pour CYP7A1 mais il pourra étre hydroxylé par

-62 -



CHAPITRE | : Homéostasie du cholesterol et régulations

CYP7B1 au niveau du réticulum endoplasmique pour former un intermédiaire 7 alpha-
hydroxycholestérol. A partir de cette étape, les deux voies se regroupent.

Les intermédiaires 7alpha-hydroxy formés par CYP7Al1 ou CYP7B1 vont subir
I'action de la 3beta-hydroxy C27 steroid deshydrogenase : isomérase HSD3B7. Le produit de
I'activité de HSD3B7 pourra ensuite emprunter 2 voies différentes. Dans le cas ou il interagit
avec la sterol 12 alpha hydroxylase (CYP8B1) il formera I'acide cholique. Par contre, I'acide
chénodésoxycholique sera formé si le produit de HSD3B7 n’interagit pas avec la CYP8BL1.
Ainsi, l'activitt de CYP8B1 détermine la proportion dans laquelle les acides biliaires
primaires sont formés. La perte de cette enzyme chez la souris induit une absence totale
d’acide choligue dans la composition biliaire et est associée a une augmentation de la
synthese d’acide muricholique (Li-Hawkins et al., 2002).

La voie acide produira préférentiellement I'acide chénodésoxycholique tandis que la
voie neutre pourra conduire a la formation des deux acides biliaires primaires (Axelson and
Sjovall, 1990).

Figure 12: Voie de synthése des acides biliaires

Avant leur sécrétion dans la lumiére du canalicule biliaire, les acides biliaires

primaires sont conjugués au niveau de leur chaine latérale avec une molécule de taurine ou de
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glycine. Cette réaction d’amidification de la fonction carboxylique terminale par ajout d’'une

taurine ou glycine est catalysée par la Bile Acid Coenzyme A : amino acid N-acyltransferase
(BAT) au niveau du péroxisome (Falany et al., 1994). La conjugaison des acides biliaires
augmente leur solubilité et les rend donc imperméables aux membranes cellulaires ce qui

implique l'intervention de transporteurs transmembranaires pour leur sécrétion.

4-5-2) Transport hépatobiliaire des acides biliaires

Le transport des acides biliaires au travers de la membrane canaliculaire des
hépatocytes se fait contre un gradient de concentration de facteur 100 a 1000; ainsi leur
sécrétion dans le canalicule biliaire nécessite un transport actif. L'excrétion canaliculaire des
acides biliaires se faitia des transporteurs dont la fonction est dépendante de I'hydrolyse
d’'une molécule d’ATP.

BSEP (Bile Salt Export Pump) ou ABCB11 appartient a la famille des ABC
transporteurs et constitue le principal transporteur des acides biliaires au niveau de la
membrane canaliculaire des hépatocytes. Comme les autres ABC transporteurs, BSEP est
formé de 12 domaines transmembranaires et de 2 boucles intracellulaires de liaison de
nucléotides nécessaires a la liaison et I'hydrolyse de I'ATP. BSEP est responsable du
transport d’acides biliaires conjugués avec une haute affinité dans l'ordre: acide
taurochénodéoxycholique> acide taurocholique> acide tauroursodéoxycholique > acide
glycocholique.

Chez 'homme, des mutations de BSEP sont associées a une faible sécrétion d’acides
biliaires (< a 1% de la normale) et de séveres cholestases. Chez ces patients, I'accumulation
d’acides biliaires dans le foie cause une toxicité sévere qui peut conduire tres rapidement a
une cirrhose et une déficience hépatique (Suchy and Ananthanarayanan, 2006). Les souris
invalidées pour BSEP ont un phénotype moins grave. Elles ont une sécrétion d’acides biliaires
diminuée de 30% par rapport aux souris sauvages et ces animaux ne développent seulement
une cholestase modérée (Wang et al., 2001). Cette différence de phénotype entre ’homme et
la souris est due au fait que les souris invalidées pour BSEP utilisent une voie alternative pour
le transport des acides biliaires au travers de la membrane canaliculaire des hépatocytes. En
effet, les souris invalidées pour BSEP présentent une augmentation d’expression de la
protéine MDR1 (Multi Drug Resistance 1 ou ACB1) au niveau canaliculaire. Cette protéine
pourrait donc étre responsable du transport des acides biliaires en absence de BSEP. Il a été
montré que des vésicules de membranes canaliculaires issues des souris invalidées pour BSEP

présentent une augmentation d’expression de MDR1 et sont capabig® de transporter
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des acides biliaires conjugués (Lam et al., 2005). Cependant, MDR1 est beaucoup moins
efficace que BSEP pour assurer le transfert des acides biliaires au travers de la membrane

canaliculaire.

4-5-3) Transport hépatobiliaire du cholestérol

La sitostérolémie est une maladie rare autosomale récessive caractérisée par une
accumulation de stérols d’origine végétale et animale dans I'organisme. Cette accumulation
des stérols dans le sang est la résultante d’'une augmentation de leur absorption intestinale et
d’'une diminution de leur sécrétion dans la bile. Cette maladie est causée par des mutations au
niveau des genes codant pour les protéines ABCG5 et ABCGS8 (Berge et al., 2000) (Lee et al.,
2001).

Les deux unités ABCG5 et ABCGS8 sont principalement localisées sur la membrane
apicale des cellules intestinales et sur la membrane canaliculaire des hépatocytes. Ces
protéines formées de 6 domaines transmembranaires, s’hétérodimérisent en un complexe
fonctionnel pour permettre I'excrétion a la fois des stérols végétaux et du cholestérol vers la
lumiere intestinale et la bile.

Le r6le d’ABCG5/G8 dans le transport du cholestérol dans la bile a été confirmé par
des modeles de souris transgéniques. En effet, I'invalidation d’ABCG5/G8 chez la souris
entraine une diminution significative d’environ 75% de la concentration en cholestérol dans la
bile qui se traduit par une diminution de I'élimination des stérols neutres dans les feces (Yu et
al., 2002a) alors gu’une surexpression de ces deux transporteurs entraine une augmentation de
la concentration de cholestérol biliaire (Yu et al., 2002b).

Wittenburg et Carey proposent que I'hétérodimere ABCG5/G8 au niveau canaliculaire
transloque le cholestérol de la membrane interne vers la membrane externe, facilitant ainsi la
solubilisation du cholestérol par les acides biliaires (Wittenburg and Carey, 2002). Cette
sécrétion de cholestérala ABCG5/G8 dépend de la présence d’acides biliaires (Vrins et al.,
2007) et de phospholipides dans la bile (Langheim et al., 2005).

Cependant il est important de noter que malgré la double invalidation d’ABCG5/G8
on peut observer une sécrétion résiduelle de cholestérol dans la bile de ces souris. Ceci
suggere l'existence d’'un processus indépendant d’ABCG5/G8 pour la sécrétion de cholestérol
dans la bile, ce qui est confirmé par les travaux de Ploschiagch et al., 2006).

Ce transport du cholestérol dans la bile indépendant d ABCG5/G8 pourrait étre médié
par SR-B1. Il a été montré que SR-B1l est également exprimé au niveau de la membrane

canaliculaire des hépatocytes et que sa surexpression entraine une augmentation des
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sécrétions biliaires de cholestérol qui est maintenue chez les souris invalidées pour
ABCG5/G8 (Wiersma et al., 2009).
NPC1L1 semble jouer également un réle dans la sécrétion du cholestérol dans la bile.

En effet, I'expression hépatique de NPC1L1 chez la souris, qui est physiologiquement absent
au niveau hépatique chez cette espéce, entraine une diminution de 10 a 20 fois de la
concentration de cholestérol biliaire qui est associée a une augmentation de la concentration
plasmatique en cholestérol. Le traitement de ces souris avec I'Ezetimibe restaure un

phénotype de souris sauvages. Il est proposé par les auteurs que NPCI1L1 pourrait étre
responsable du transport du cholestérol de la bile vers I'hépatocyte au niveau de la membrane
canaliculaire (Temel et al., 2007). De nombreux parameétres confortent cette hypothése ;

toutefois des études complémentaires sont nécessaires pour la confirmer

4-5-4) Cycle entérohépatigue des acides biliaires

La cosécrétion des acides biliaires primaires, du cholestérol et des phospholipides au
travers de la membrane canaliculaire conduit a la formation de micelles mixtes dans la bile.
La bile stockée dans la vésicule biliaire sera ensuite déversée dans la lumiére du duodénum
au moment d’un repas par contraction de la vésicule biliaire induite par la cholécystokinine.

Dans la lumiere de I'intestin gréle, les acides biliaires jouent le rdle de détergents pour
solubiliser et faciliter I'absorption des lipides alimentaires et des vitamines liposolubles. Due
a leur faible pKa, I'absorption passive des acides biliaires conjugués est faible et leur
concentration intraluminale reste donc élevée tout au long de l'intestin gréle. 90 a 95% des
acides biliaires sont activement réabsorbés par I'action de transporteurs au niveau de l'iléum
terminal.

Le transport des acides biliaires au travers des entérocytes est divisé en 3
étapes (Figure 13)

- la captation des acides biliaires au niveau de la membrane apicale par un mécanisme
dépendant du Napar le transporteur ASBT (Apical Sodium Dependent Bile Acid
Transporter). ASBT transporte avec une plus grande affinité les acides biliaires conjugués.
Les souris invalidées pour ASBT présentent une malabsorption intestinale des acides biliaires
et une élimination de la circulation entérohépatique des acides biliaires (Dawson et al., 2003).

- Le transport intracellulaire des acides biliaires dans I'entérocyte réalisé par la
protéine cytosolique IBABP (Intestinal Bile Acid-Binding Protein)

- L’efflux des acides biliaires au niveau de la membrane basolatérale des entérocytes

est réalisé par le transporteur hétérodimériquer-Qsi3 (Dawson et al., 2005). Le transport
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effectué par Ost-OsP est Na-indépendant et inhibé par des anions organiques (Ballatori et
al., 2005).

Les acides biliaires qui ne sont pas réabsorbés au niveau de I'iléum, vont entrer dans le
colon ou ils pourront étre convertis en acides biliaires secondaires par des réactions de
déconjugaison et d'oxydation. Ces acides biliaires secondaires seront soit absorbés
passivement pour rejoindre le pool d’acides biliaires, soit éliminés dans les féces (Ridlon et
al., 2006). Les acides biliaires primaires et secondaires qui sont absorbés seront transportés
vers le foie par la veine porte.

La captation hépatique des acides biliaires s’effectue au niveau de la membrane
sinusoidale contre un gradient électrochimique par des mécanismes dépendant et indépendant
du N&. La captation dépendante du “Nast réalisée par le transporteur NCTP
(Na'/Taurocholate cotransporting polypeptide) alors que ce sont des membres de la famille
des OATP (Organic Anion Transporting Polypeptides) tels que Oatpla2 et Oatplbl qui sont
responsables du transport indépendant du® NBigure 13). NCTP transporte
préférentiellement les acides biliaires conjugués, et est responsable de moins de la moitié du
transport des acides biliaires non conjugués qui seront transportés par les OATP (Alrefai and
Gill, 2007).

Apres leur captation hépatique, les acides biliaires sont reconjugués si nécessaire et
sont transportés au niveau de la membrane caniculaire pour étre de nouveau sécrétés dans la
bile.
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Figure 13: Circulation entérohépatique des acides biliaires (d'aprés Alrefai et a007)

La circulation entérohépatique des acides biliaires fait intervenir différents transporteurs. Au
niveau de la bordure en brosse des entérocytes de lileum, ASBT est responsable de la
captation des acides biliaires (BA) qui seront transportés dans I'entérocyte par IBABP jusqu'a
la membrane basolatérale ou le transporteur hétérodimérigaeO3§k permettra I'efflux des

acides biliaires. Les acides biliaires non absorbés au niveau de lileum pourront diffuser
passivement au niveau du colon ou étre éliminés dans les feces aprés conversion en acides
biliaires secondaires. Par la veine porte, les acides biliaires absorbés rejoindront le foie ou ils
seront captés par NTCP et les OATPs. Ces acides biliaires pourront étre a nouveau secretes
dans la bile via BSEP et MDR1 au niveau de la membrane canaliculaire des hépatocytes.

4-6) Réqgulation du transport retour du cholestérol par les récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires forment une grande famille de facteurs de transcription
activés par la liaison d’'un ligand et permettent la régulation de I'expression de différents
géenes. La régulation transcriptionnelle des protéines impliquées dans le transport retour du
cholestérol fait intervenir de nombreux récepteurs nucléaires dont les principaux sont LXR

(Liver X Receptor) et FXR (Farnesoid X Receptor).

4-6-1) Les LXRs
Les LXRs sont des récepteurs nucléaires qui sont activés par les oxystérols endogenes
qui sont des dérivés oxydeés du cholestérol. Il existe 2 isoformes de LXRa EXRXRB qui
possedent une forte homologie dans la séquence d’acides aminés formant le domaine de

liaison a I'ADN et le domaine de fixation du ligand. Les 2 isoformes, xR LXR},
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régulent I'expression de genes cibles en liant des séquences d’ADN spécifiques appelées
LXREs (LXR responsive elements) sous forme d’hétérodimere avec une isoforme du RXR
(Retinoid X Receptor). LXR est fortement exprimé dans le foie et en plus faible quantité
dans lintestin gréle, les macrophages, le tissu adipeux, les poumons, les glandes
adrénergiques et les reins tandis que l'expression deBLE¥& ubiquitaire (Repa and
Mangelsdorf, 2000). Les LXRs jouent le role de senseur de cholestérol. En effet, lorsque les
oxystérols s’accumulent dans la cellule (résultat d’'une augmentation de la concentration
intracellulaire en cholestérol) les LXRs induisent la transcription de différents génes afin de
protéger la cellule d’'une surcharge en cholestérol.

Ainsi, les LXRs régulent le transport retour du cholestérol principalement en
favorisant I'efflux du cholestérol des tissus périphériques et I'élimination du cholegtgrol
les voies biliaires. En effet, les LXRs régulent notamment I'expression de différents génes qui
favorisent I'efflux du cholestérol vers les HDL tels que ABCA1l (Repa et al., 2000b) et
ABCG1 (Sabol et al., 2005). De plus, les LXRs régulent la synthese des acides biliaires ainsi
que leur transport. Chez les rongeurs, en présence d’'un exces de cholestémastinXie la
transcription de CYP7AL1 favorisant ainsi la synthese des acides biliaires et I'élimination du
cholestérol en exces (Peet et al., 1998). Seules les souris invalidées pauetlxéh LXH3
sous régime enrichi en cholestérol accumulent une grande quantité de cholestérol ester dans le
foie (Alberti et al., 2001). Ceci résulte de lincapacité des souris d’XR induire
I'expression de CYP7AL. Cependant, chez ’'homme I'élément de réponse spécifique au LXR
n’existe pas dans le gene de CYP7AL et les souris transgéniques exprimant le géne humain ne
présentent pas une augmentation des acides biliaires suite a un excés de cholestérol
alimentaire contrairement a des souris sauvages (Agellon et al.,, 2002). Cela peut donc
expliquer en partie la différence de sensibilité a I'hypercholestérolémie induite par des
régimes riches en cholestérol entre les rongeurs et 'homme.o LDéBule également
I’expression hépatique de protéines de transport de cholestérol au niveau de la membrane
canaliculaire: ABCG5 et G8. En effet, I'expression hépatique d’ABCG5 et G8 est augmentée
en réponse a une activation du LXR par un agoniste. Cette augmentation de ces 2 hémi-
transporteurs entraine une augmentation de I'élimination du cholestérol dans la bile et une
augmentation de I'excrétion de cholestérol dans les féces (Yu et al.,, 2003). De plus, des
études récentes ont démontré qu’une activation pharmacologique du LXR augnvertdée
RCT a partir de macrophages chargés en cholestérol par une augmentation de I'expression
d’ABCAL, ABCG1, ABCG5/8 dans le foie et I'intestin (Naik et al., 2006).

-69 -



CHAPITRE | : Homéostasie du cholesterol et régulations

4-6-2) FXR

Farnesoid X receptor (FXR) est un senseur des acides biliaires qui joue un réle central
dans le maintien de leur homéostasie. Au cours de leur cycle entérohépatique, les acides
biliaires exercent un rétrocontréle négatif sur leur biosynthése et leur transport en
interagissant avec FXR. FXR est exprimé dans le foie, les reins et I'intestin et se fixe apres
activation sur des séquences d’ADN spécifiques appelées FXREs (FXR responsive element)
soit sous forme de monomere ou d’hétérodimere avec le RXR. La forme hétérodimérisée est
la plus commune et est généralement associée a une activation de la transcription tandis que la
forme monomérique est plutét associée a une répression de genes. L’activation de FXR est
consécutive a la fixation des acides biliaires sur le domaine de liaison du ligand. Différents
acides biliaires sont capables d’activer FXR ; toutefois chez la souris FXR est plus affin pour
I'acide cholique. Chez I'homme, c’est I'acide chénodésoxycholique qui constitue un meilleur
activateur (Kuipers et al., 2007). L’activation de FXR est corrélée a une répression indirecte
de I'expression hépatique de CYP7AL, I'enzyme limitante de la voie neutre de syntheése des
acides biliaires et de CYP8B1 qui module la composition biliaire en assurant la production
d’acide cholique.

La répression de I'expression de CYP7A1l et CYP8B1 par FXR s’effetauene
régulation directe de la transcription de SHP (Small Hetrodimer Partner). SHP appartient
eégalement a la famille des récepteurs nucléaires mais celui-ci ne possede pas de domaine de
liaison a I'ADN et n’a pas encore de ligand identifié. Il est capable d’interagir avec d’autres
membres de la famille des récepteurs nucléaires et d’inhiber ainsi leur activité
transcriptionnelle. Ainsi, il va inhiber les facteurs de transcriptions LRH-1 (Liver Receptor
Homolog-1) (Goodwin et al., 2000) et FTF (Fetoprotein Tanscription Factor) (del Castillo-
Olivares and Gil, 2001) nécessaires a la transcription de CYP7A1 et CYP8B1. Cependant,
chez la souris une invalidation de SHP induit seulement une augmentation des taux
hépatiques de CYP7AL1 et CYP8B1 d'un facteur 2. Ceci s’explique par I'existence d’une voie
de régulation de la transcription de CYP7A1 et CYP8BL1 indépendante de SHP (Kerr et al.,
2002). En effet, FXR induit I'expression intestinale de FGF15 (Fibroblast Growth Factor 15)
qui va activer le récepteur FGFR4 ((Fibroblast Growth Factor Receptor 4) par un mécanisme
autocrine (Inagaki et al., 2005). L’'activation de FGFR4 au niveau du foie va induire la
répression de CYP7AL; ainsi les souris déficientes pour FGF15 et FGFR4 présentent une
augmentation de I'expression de CYP7AL et de la synthese des acides biliaires (Inagaki et al.,
2005).
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FXR joue également un réle important dans la régulation du transport hépatique ou
intestinal des acides biliaires. En effet, FXR régule positivement I'expression du transporteur
BSEP, qui est responsable du transport des acides biliaires de I'hépatocyte vers la lumiére
canaliculaire, en se liant directement sur la séquence d’ADN FXRE (Ananthanarayanan et al.,
2001). De la méme facon, FXR active la transcription des genes codant pour les sous-unités
Ost et 3 du transporteur des acides biliaires au niveau intestinal (Landrier et al., 2006). Par
contre, I'expression de NTCP responsable de la capture hépatocytaire des acides biliaires et
ASBT responsable de la captation iléale des acides biliaires au niveau des entérocytes, est
réprimée par la voie dépendante de SHP. Pour réprimer I'expression de ces deux genes, SHP
intéragit avec RXR et RAR qui régulent respectivement I'expression de ces deux genes
(Denson et al., 2001) (Neimark et al., 2004).

Ainsi, FXR protége le foie d’'une cytotoxicité induite par un exceés d’acides biliaires en
réprimant la synthése hépatique des acides biliaires et en stimulant leur excrétion biliaire et
intestinale (Figurel4)

Figure 14: Les acides biliaires régulent leur synthése et I'expression de leurs
transporteurs hépatiques et intestinauxvia l'activation du FXR (d'apres Alrefai et al,
2007)

L’activité du FXR n’est pas restreinte a 'lhoméostasie des acides biliaires, FXR est
aussi impliqué dans le métabolisme des HDL. Des études ont démontré qu’un régime enrichi

en acide cholique diminue I'expression de SR-B1 au niveau hépatique (Malerod et al., 2005).
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De plus, FXR active I'expression de la PLTP (Urizar et al., 2000) et réprime I'expression de
la lipase hépatique (Sirvent et al., 2004) et de I'apoA-I (Claudel et al., 2002).

5) L’excrétion transintestinale du cholestérol : le TICE

5-1) Mise en évidence d’'un nouveau role de I'intestin dans le RCT

Le transport retour du cholestérol est décrit comme étant la principale voie
d’élimination du cholestérol dans I'organisme qui permet I'efflux de cholestérol des tissus
périphériguevia les voies biliaires vers la lumiére intestinale conduisant a I'élimination dans
les feces.

Toutefois différentes observations laissent penser que le concept d'une voie unique
d’élimination du cholestérol par les voies biliaires doit étre reconsidéré. En effet, chez les
souris invalidées a la fois pour les transporteurs ABCG5 et ABCGS8, qui présentent une forte
diminution des sécrétions biliaires en cholestérol, on n'observe seulement une diminution de
36% des pertes fecales en cholestérol en comparaison avec des souris sauvages (Yu et al.,
2002a). Un phénomene similaire est observable chez des souris invalidées pour le
transporteur de phospholipides dans la bile : ABCB4 (ATP Binding Cassette B4). En effet,
ces souris présentent une forte diminution des sécrétions biliaires en phospholipides et
cholestérol et de facon surprenante la quantité de cholestérol éliminée dans les feces est
similaire a des souris sauvages (Kruit et al., 2005). Chez ces souris, il a été montré que du
cholestérol libre radiomarqué injecté par voie intraveineuse pouvait étre retrouvé dans les
feces sous forme de stérol neutre et ceci en I'absence de sécrétions biliaires en cholestérol et
phospholipides (Kruit et al., 2005). De plus, le groupe du Pr. Groen a montré par des
expériences de perfusions intestinales que du cholestérol radiomarqué injecté en intraveineux
pouvait étre retrouvé au niveau de la lumiére intestinale (van der Velde et al.,, 2007). Ces
résultats confirment donc que la voie biliaire n'est pas la seule voie d’élimination du
cholestérol dans les féces et mettent en évidence I'existence d’'une sécrétion de cholestérol du
sang vers la lumiere intestinale appelé TICE (Transintestinal Cholesterol Excretion). Cette
sécrétion est observée le long de l'intestin gréle, avec une plus grande efficacité au niveau de
la partie proximale, et est dépendante de la présence d’accepteur de cholestérol (acides
biliaires ou phospholipides) au niveau de la lumiere intestinale (van der Velde et al., 2007). Il
semblerait que cette voie élimine 2 fois plus de cholestérol dans les feces que la voie des

sécrétions biliaires chez la souris (van der Velde et al., 2007).
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Chez 'homme, ce processus d’excrétion du cholestérol transintestinale est également
présent. En effet, Simmonds al ont observé par des perfusions intestinales chez 'homme
une sécrétion de cholestérol au niveau de l'intestin gréle (Simmonds et al., 1967). De plus,
chez des patients ayant une obstruction des voies biliaires, il a été observé la présence de
stérols d’origine non alimentaire dans les feces (Cheng and Stanley, 1959).

Ainsi, ces différentes études chez I'animal et 'homme démontrent I'existence d’'une
voie d’élimination du cholestérol dans les feces indépendante de la voie classique
d’élimination via les sécrétions biliaires. Des travaux récents ont méme démontré que des
souris dont les sécrétions biliaires en cholestérol dans I'intestin sont absentes (diversion du
canalicule biliaire) présentent un taux de RCT similaire a des souris non opérées (Temel et
al.). Ainsi, chez la souris, cette voie du TICE semble pouvoir compenser l'absence
d’élimination du cholestérolvia les voies biliaires pour maintenir une perte fécale de

cholestérol normale.

5-2) Quels sont les transporteurs impligués dans le TICE ?

Le TICE est un processus spécifique et doit donc faire intervenir la participation de
protéines de transport a la fois au niveau de la membrane basolatérale et apicale de
I'entérocyte. L'implication de différents transporteurs a été étudiee.

SR-B1 exprimé au niveau des membranes apicale et basolatérale des entérocytes (Cai
et al., 2004) et connu pour étre un transporteur de cholestérol issu de différentes lipoprotéines
parait étre un bon candidat. Des souris sous régime enrichi en cholestérol (0.25%) et en acides
gras (16%) ou sous régime enrichi en acides gras présentent une augmentation du TICE qui
est corrélée avec une augmentation de I'expression de SR-B1 au niveau de lintestin.
Toutefois, de facon surprenante, chez les souris invalidées pour SR-B1 il a été observé une
augmentation du TICE d’un facteur 2 par des expériences de perfusions intestinales (van der
Velde et al., 2008). Ces deux résultats contradictoires sur la contribution de SR-B1 dans le
TICE ne permettent pas de conclure sur le réle de SR-B1 dans le transport transintestinal du
cholestérol. lls mettent toutefois en évidence qu’une partie de la sécrétion du cholestérol par
le TICE est affectée par la composition en graisse dans I'alimentation.

Les transporteurs ABCG5/G8 semblent étre de bons candidats pour participer au TICE
puisqu’ils induisent la sécrétion de cholestérol de I'entérocyte vers la lumiére intestinal.
Toutefois leur implication n’est pas encore bien déterminée. En effet, Van deeaamt
montré que le flux du TICE est diminué chez les souris invalidées pour ABCG5 ce qui induit

une diminution de la quantité totale de cholestérol excrété dans les feces (van der Veen et al.,
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2009). De plus, les souris surexprimant les formes humaines d’ABCG5 et ABCG8 présentent

une forte augmentation de la quantité de stérols neutres dans les féces (Yu et al., 2002b).
Cependant, l'invalidation de ABCBA4, le transporteur hépatique responsable de la sécrétion de
phospholipides dans la bile, inhibe 'augmentation de I'excrétion des stérols neutres dans les
feces des souris surexprimant ABCG5/G8 humains. Ceci suggere donc que I'augmentation

des excrétions de cholestérol dans les feces suite a la surexpression d’ABCG5/G8 est due
principalement & une augmentation des sécrétions biliaires de cholestérol et non a une
augmentation du flux du TICE (Langheim et al., 2005).

Le transporteur NPC1L1 impliqué dans I'absorption intestinale de cholestérol ne joue
également pas de réle dans le TICE. En effet, un traitement avec I'Ezetimibe, un inhibiteur de
NPC1L1, augmente fortement I'excrétion de stérols neutres dans les feces sans avoir d'effet
sur le flux du TICE (Vrins et al., 2009).

Ainsi, a ce jour, de nombreuses autres investigations sont nécessaires pour déterminer
les transporteurs impliqués dans cette nouvelle voie transintestinale d’excrétion du
cholestérol. D’autres investigations sont également en cours afin de déterminer quel type de

lipoprotéine est impliqué dans le TICE.

5-3) Mécanismes réqulant le TICE

Le TICE peut étre régulé par différents récepteurs nucléaires tels que LXR et le
récepteur PPA® mais également par le contenu en graisse dans l'alimentation et la présence
d’accepteur du cholestérol dans la lumiere intestinale.

En effet, des régimes enrichis en graisses (16% ou 24%) stimulent le TICE chez des
souris FVB alors qu’un régime enrichi en cholestérol n'a aucun effet (van der Velde et al.,
2008). De plus, il a été montré que la présence dans la lumiére intestinale d’accepteurs de
cholestérol tels que les acides biliaires et les phospholipides est essentielle pour la sécrétion
du cholestérol par les entérocytes (van der Velde et al., 2007). La quantité de cholestérol
excrétévia le TICE est insensible aux types d’acides biliaires ou leur concentration en
présence de phospholipides. Les phospholipides semblent étre de meilleurs modulateurs du
TICE ; en effet, une diminution de la concentration en phospholipides d’'un facteur 2 dans la
lumiére intestinale, induit une diminution de 50% du TICE (van der Velde et al., 2008). Cet
effet stimulateur des phospholipides sur le TICE pourrait expliquer 'augmentation de
I'excrétion des stérols dans les feces observée chez des sujets dont I'alimentation est

supplémentée en phospholipides (Greten et al., 1980).
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L’implication du récepteur nucléaire LXR dans la régulation du TICE a été démontrée
par Kruitet al en comparant les effet d’'un agoniste synthétigue du LXR, le GW3965, chez
des souris sauvages et chez les souris invalidées pour ABCB4 qui sont caractérisées par de
tres faibles sécrétions biliaires en cholestérol et phospholipides. L’'activation du LXR
augmente la quantité de cholestérol éliminé dans les feces de fagcon similaire entre les souris
ABCB4™ et les souris sauvages bien que les sécrétions biliaires en cholestérol soit trés faibles
chez les souris ABCBZ par rapport aux souris sauvages. Bien que sous activation du LXR,
I'absorption du cholestérol est réduite de facon plus importante chez les souris Ap&B4
rapport aux souris sauvages, il a pu étre calculé qu’au moins 57% du cholestérol excrété dans
les féces proviennent de la sécrétion intestinale du cholestérol chez les souris’AB®@B4
plus, l'activation du LXR stimule I'excrétion dans les féces de cholestérol radiomarqué
d'origine plasmatique chez les souris ABCB4Ces résultats suggérent donc que
I’'augmentation de I'excrétion du cholestérol dans les feces induite par I'activation du LXR est
en grande partie due a une stimulation du TICE et est indépendante des sécrétions biliaires en
cholestérol (Kruit et al., 2005).

Vrins et al ont récemment démontré que le récepteur RP&Rit également impliqué
dans la régulation du TICE. En effet, 'augmentation de I'excrétion des stérols neutres dans
les feces observée chez les souris FVB suite a I'activation de ®p&Re GW610742 est
due en partie a une stimulation du TICE (Vrins et al., 2009). Cet effet est en corrélation avec
I'effet stimulateur d’'un régime enrichi en graisses sur le TICE, les acides gras étant des
agonistes de PPAR(van der Velde et al., 2008). L’augmentation de I'excrétion des stérols
neutres dans les feces sous activation de FPP&dR également due a une diminution de
I'absorption intestinale du cholestérol corrélée avec une diminution de I'expression intestinale
de NPC1L1 (van der Veen et al., 2005). Il a été eégalement montré que I'activation d&@ PPAR
induit une augmentation de I'expression intestinale de différents genes impliqués dans le
transport veésiculaire intracellulaire du cholestérol tels que Rab9 et Limp-Il (Vrins et al.,

2009). L'implication de ces protéines dans le TICE n’a pas été a ce jour encore démontreée.
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L'athérosclérose est une pathologie complexe de la paroi vasculaire qui affecte les
arteres de gros et moyen calibre. Elle a pour conséquences principales l'infarctus du
myocarde et les accidents vasculaires cérébraux. Approximativement, 76% des thromboses
coronariennes fatales sont dues a la rupture d'une plaque d'athérome. Pendant de nombreuses
années, l'athérosclérose était la premiére cause de mortalité dans les pays industrialisés;
depuis plus récemment elle représente la deuxiéme cause de mortalité aprés le cancer. De
multiples facteurs contribuent au développement de I'athérosclérose et les dyslipidémies sont
considérées comme la principale cause des maladies cardiovasculaires. En particulier, la
disproportion entre les lipoprotéines athéroprotectives et athérogenes dans le plasma est I'une
des plus importantes causes pour le développement de I'athérosclérose. De nombreuses études
épidémiologigues ont mis en évidence une corrélation négative entre le taux de HDL
plasmatiques et l'incidence de l'athérosclérose et des maladies cardiovasculaires associées
(Gordon et al., 1977).

Au cours de ce chapitre, le développement de I'athérosclérose ainsi que les différents
réles athéroprotecteurs des HDL seront développés dans la premiére partie. La deuxieme
partie sera consacrée a la description des différentes approches thérapeutiques de

I'athérosclérose ciblant les HDL existantes et des thérapies envisagées dans l'avenir.

1) Athérosclérose et HDL

1-1) Développement de I'athérosclérose

Le systeme vasculaire est complexe, compartimenté et hiérarchisé depuis la sortie du
coeur a lorifice aortigue jusqu’au retour veineux. Les différents compartiments :
macrocirculation artérielle, microcirculation et macrocirculation veineuse ont de nombreuses
caractéristiques structurales et fonctionnelles communes. Comme tous les vaisseaux de la
macrocirculation, les artéres sont organisées en trois tuniques concentriques avec de
I'intérieur vers I'extérieur (Figure 15)

- lintima ou tunique interne composée d'une monocouche continue de cellules
endothéliales aplaties qui forment un revétement pavimenteux directement en contact avec le
flux sanguin. Les cellules endothéliales reposent sur leur membrane basale mince et plus en
profondeur sur la couche sous-endothéliale constituée de macromolécules de la matrice
extracellulaire. Au cours du développement de I'athérosclérose, la couche sous-endothéliale
s’épaissit suite a 'accumulation de lipoprotéines, de cellules musculaires lisses (CMLs), de

monocytes et de macrophages circulants.
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- la média ou tuniqgue moyenne, séparée de l'intima par la lame élastique interne, est
composée de CMLs organisées de fagon concentrique a la lumiére du vaisseau

- et 'adventice ou tunique externe, séparée de la média par la lame élastique externe, est
formée d’un tissu conjonctif lache riche en collagene, en fibres élastiques et en fibroblastes.
L’irrigation des cellules formant les différentes tuniques est assurée yesalgasorum qui
constitue un réseau vasculaire de petite taille qui pénétre dans les parois des vaisseaux et se
ramifie abondamment. Ce réseau capillaire va apporter des nutriments aux cellules les plus

éloignées de la lumiere du vaisseau ainsi qu’un certain nombre de médiateurs et d’hormones.

Figure 15: Structure de la paroi artérielle normale
Les artéres répondent toutes a un modele commun d'organisation. Leur paroi est constituée de
trois tuniques, qui de l'intérieur vers l'extérieur sont: l'intima, la media et I'adventice.

L'athérosclérose est une pathologie immunoinflammatoire chronique et
fibroproliférative des moyennes et grosses arteres d'origine multifactorielle. De nombreux
éléments sont considérés comme des facteurs de risque qui peuvent étre divisés en 2 groupes:
- les éléments modifiables: hémodynamique, hypertension, diabéte, hyperlipidémie, la
sédentarité, le tabagisme, les infections et les facteurs émotionnels (stress, dépression..).

- les éléments non modifiables: facteurs de susceptibilité génétique (sexe masculin,

susceptibilité génétique aux éléments acquis) et vieillissement.
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Parmi les différents facteurs de risque, I'hyperlipidémie est probablement le seul a étre
suffisant pour induire le développement de I'athérosclérose en absence des autres facteurs. Les
autres facteurs accélerent le développement de la pathologie induite par les lipoprotéines
athérogenes: les LDL (Falk, 2006).

L'instauration et I'évolution de la Iésion athéromateuse comprennent différentes étapes
(Figure 16):

- linitiation caractérisée par la dysfonction de I'endothélium qui induit une
augmentation de la perméabilité de I'endothélium permettant l'infiltration des LDL qui seront
oxydées dans l'espace sous-endothélial. Les LDL oxydées conduiront a l'activation de
I'endothélium et des cellules du systeme immunitaire.

- le développement de la strie lipidique caractérisée par une accumulation de
macrophages chargés en cholestérol (cellules spumeuses) et de lymphocytes T (LT) dans
I'espace sous-endothélial.

- le développement de la chape fibreuse qui est caractérisée par la prolifération et la
migration des CMLs de la média vers l'intima qui permet de protéger le noyau nécrotique de
la Iésion.

- l'instabilité de la plague qui est déterminée par le risque de rupture de la chape
fibreuse pouvant conduire a la formation d'une thrombose intra vasculaire.

Ces différentes étapes font intervenir difféerents acteurs cellulaires tels que les cellules

endothéliales, les macrophages, les LT, les CMLs, les plaquettes...
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Figure 16: Développement de I'athérosclérose

La dysfonction endothéliale induit l'infiltration des LDL qui seront oxydées dans l'espace
sous-endothélial. Les LDL oxydées vont induire I'activation de I'endothélium qui va exprimer
des molécules d'adhésion qui vont permettre l'infiltration des cellules du systéeme immunitaire
dans I'espace sous-endothélial. Les macrophages phagocytent les LDL oxydées, deviennent
des cellules spumeuses et s'accumulent dans la paroi. Les CMLs vont proliférer et former la
chape fibreuse. L'infiltration des cellules immunitaires, l'apoptose des cellules et la
dégradation de la matrice extracellulaire peuvent générer une chape fibreuse instable formée
d'un noyau nécrotique riche en lipide et d'une chape fibreuse mince. L'instabilité de la plaque
peut induire la formation d'un thrombus.

1-1-1) Initiation: Dysfonction et activation de I'endothélium

La dysfonction endothéliale est caractérisée par un changement des actions bénéfiques
de I'endothélium vers un profil vasoconstricteur, inflammatoire et thrombotique. Les facteurs
de risque pour le développement de la dysfonction endothéliale sont divers et incluent entre
autre I'hypercholestérolémie, I'hypertension, le diabéte, le tabac, la modification des forces de
cisaillement dues au flux sanguin...

A la surface de I'endothélium, les forces de cisaillement du flux sanguin maintiennent
les cellules endothéliales dans un état anti-inflammatoire, anti-oxydant et anti-thrombotique.
Au niveau des bifurcations artérielles, sites d'initiation du processus athéromateux, les forces
de cisaillements sont diminuées ce qui entraine une altération des fonctions des cellules
endothéliales (Gimbrone, 1999). Les cellules endothéliales agressées présentent une
augmentation de la perméabilité permettant ainsi la pénétration des lipoprotéines athérogénes
(LDL) et une induction du stress oxydatif. Les LDL peuvent diffuser dans la matrice sous-

endothéliale au travers des jonctions cellulaires. Dans I'espace sous-endothélial, les LDL vont
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étre retenues par la matrice extracellulaire ou elles vont subir différentes modifications dont
l'oxydation qui constitue la principale modification impliquée dans [l'initiation de la formation
de la plaque d'athérome (Tamminen et al., 1999). En effet, des travaux ont montré que les
LDL oxydées (LDLox) sont présentes en tres faible quantité dans la circulation contrairement
a la plague d'athérome (Chisolm and Steinberg, 2000).

L'accumulation de LDLox induit une activation des cellules endothéliales qui vont
exprimer a leur surface des molécules d'adhésion qui sont indispensables au recrutement des
cellules présentes dans la circulatifffigure 17). Dans un premier temps, les cellules
sanguines vont adhérer a la surface de la monocouche de cellules endothéliales par
l'interaction entre les protéines d'adhésion: P et E sélectines qui sont exprimées a la surface de
I'endothélium activé et les carbohydrates présents a la surface des leucocytes (Varki, 1994).
Des souris susceptibles a l'athérosclérose qui ne possédent pas ces sélectines présentent une
diminution du développement de I'athérosclérose indiquant donc un réle de ces protéines dans
la pathologie (Chi and Melendez, 2007). L'attachement ferme des monocytes et des LT a la
surface de I'endothélium nécessite I'engagement d'intégrines telles que VLA-4 (Very Late
Antigen-4) (Shih et al., 1999). Les intégrines présentes a la surface des cellules immunitaires
vont interagir avec des molécules de la famille des immunoglobulines, VCAM-1 (Vascular
Cell-Activation Molecule-1) et ICAM-1 (Inter Cellular Adhesion Molecule-1) exprimées a la
surface des cellules endothéliales activées (Bobryshev, 2006). Dans la circulation, les
intégrines exprimées par les monocytes sont caractérisées par une faible affinité pour leur
ligands et leur activation par des molécules pro-inflammatoires permet d'augmenter cette
affinité (Sheikine and Hansson, 2004). Ainsi, en plus des molécules d'adhésion, diverses
chimiokines et cytokines produites par les cellules endothéliales activées et les CMLs regulent
l'adhésion des cellules immunitaires sur lI'endothélium et guident également leur migration
vers |'espace sous-endothélial ((Chi and Melendez, 2007)). Parmi les différentes molécules
chimioattractantes produites, on retrouve MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1), M-
CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor), GM-CSF (Granulocyte/Macrophage-Colony
Stimulating Factor). Il a été montré que I'invalidation de MCP-1 (ou CCL2) et/ou de CCR2,
le récepteur de MCP-1, chez la souris, induit une diminution du développement de
I'athérosclérose. Ces études montrent donc le role important des chimiokines dans l'initiation
de l'athérosclérose (Boring et al., 1998) (Gu et al., 1998).
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Apres leur adhésion a I'endothélium vasculaire, les monocytes et LT vont migrer au
travers de I'endothélium dans l'espace sous-endothélial par diapédése et vont initier la
formation de la strie lipidiqgue et induire la réaction inflammatoi(Eigure
17)

Figure 17: Dysfonction et activation endothélialdd'aprés Hanssaat al, 2006)

Suite a la dysfonction endothéliale, les LDL diffusent du sang vers I'espace sous-endothélial
ou elles vont étre oxydées. L'accumulation de LDL oxydées induit une activation des cellules
endothéliales qui vont exprimer a leur surface des molécules d'adhésions (P/E sélectines,
VCAM-1 et ICAM-1) qui vont permettre le recrutement et l'infiltration des leucocytes dans
I'espace sous-endothélial.

1-1-2) Développement de la strie lipidigue et inflammation

La cytokine M-CSF produite par I'endothélium activé induit la différenciation des
monocytes présents dans I'espace sous-endothélial en macrophages. Ainsi, I'invalidation chez
les souris apoE de M-CSF induit un retard du développement de la Iésion et une diminution
de 'accumulation des macrophages (Smith et al., 1995). La différenciation des macrophages
est associée a une augmentation de I'expression de récepteurs a reconnaissance large ou PRR
« Pattern Recognition Receptor » incluant des récepteurs « Scavenger » tels que CD36, CD68,
SR-AI (Scavenger Receptor A type 1), SR-All, SR-B1, LOX-1 (Lecithin-type Oxidised low
density lipoprotein-1) ou CXCL-16 (CXC-Chemokine ligand 16) et des TLRs (Toll-like
receptors) (Hansson et al., 2006). Les récepteurs « Scavengers » présents sur les macrophages
de lintima permettent la liaison et l'internalisation des LDLox. Une fois endocytées, les

LDLox rentrent dans le lysosome dans lequel elles seront exposées a différentes lipases et
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protéases. Contrairement aux LDL, les LDLox sont moins bien dégradées ; il a été montré que
'apoB de ces lipoprotéines s’accumule dans les lysosomes (Mander et al., 1994), mais
également une grande proportion de cholestérol est retenue dans le lysosome (Yancey and
Jerome, 1998). Contrairement au LDLR, I'expression des récepteurs « Scavenger » n'est pas
régulée négativement par les niveaux intracellulaires de cholestérol ; en conséquence en cas
d’hypercholestérolémie, les macrophages captent les LDLox en excédant leur capacité
d’efflux (Goldstein et al., 1979). Cette situation entraine donc une accumulation de stérols
dans les macrophages, les transformant ainsi en cellules spumeuses (Figure 18)
Parallelement, les TLRs exprimés sur les macrophages vont permettre d’initier la
cascade de signalisation qui conduit a I'activation de l'inflammation. Les TLRs peuvent étre
activés par différents ligands tels que HSP60 (Heat-Shock Protein 60), le LPS
(lipopolysaccharide) et les LDLox. L'activation des macrophages par les TLRs conduit a la
production de cytokines pro-inflammatoires, de protéases comme les MMPs (Matrix Metallo-
proteases), des molécules vasoactives telles que I'oxyde nitrique (NO) et des facteurs pro-

coagulants (Hansson et al., 2006) (Figure.18)

Figure 18: Différenciation des monocytes et formation de cellules spumeus@bapres

Hansson et 312006)

Une fois dans l'espace sous-endothélial, les monocytes se différencient en macrophages en
réponse a la cytokine M-CSF produite par I'endothélium active. L'expression de différents
récepteurs a reconnaissance large tels que des récepteurs "Scavenger" (ScR) et des TLRs est
augmentée a la surface des macrophages. Les ScR vont permettre d'épurer l'espace sous-
endothélial des LDLox, entrainant ainsi la formation de cellules spumeuses. Parrallelement,
les TLRs en liant différents molécules (HSP60, LPS, LDLox) vont induire la sécrétion de
différents médiateurs pro-inflammatoires par les macrophages qui conduit a l'activation du
processus inflammatoire.
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Des études récentes suggerent I'existence de 2 sous-populations de macrophages : M1
et M2. Les macrophages de sous-type M1 sont majoritaires et pro-athérogéniques ; ils
sécrétent des cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1 (Interleukin 1), lex TIN&mMor
Necrosis Factor) et des espéces réactives de I'oxygene (ROS) gquoi permettre de
perpétuer le recrutement des cellules immunitaires et 'accumulation de LDLox dans I'espace
sous-endothélial. A linverse, la sous-population de macrophages M2 sécréte des facteurs
anti-inflammatoires tels que I'lL-10 (Interleukin 10) et le TEHTransforming Growth
Factor [ qui peuvent donc moduler la progression de l'inflammation (Bui et al., 2009).

De facon similaire aux monocytes, des LT sont recrutés dans I'espace sous-endothélial
suite a l'activation de I'endothélium. Les LT sont minoritaires par rapport aux macrophages.
Au niveau des plaques humaines, la population de lymphocytes T est majoritairement
représentée par des LT CD4Hansson, 2009). Limplication des LT CD4lans le
développement de l'athérosclérose a été déemontrée en effectuant un croisement entre des
souris scid/scid qui ne possédent pas de lymphocytes B et T matures avec des souris
invalidées pour I'apoE. Ces souris présentent des Iésions athéromateuses de plus petites tailles
par rapport & des souris apoEt un transfert de cellules T Cbdans ces souris restore un
développement de la plaque d'athérome similaire & des souris’afgiou et al., 2000).

Dans I'espace sous-endothélial, les LT Cnt activés par des antigénes présentés au
niveau du complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il (CMH-II) par des macrophages
ou cellules dendritiques. Les LT peuvent se différencier en Thl (T helper 1) ou en Th2 (T
helper 2). Au niveau de la plaque, les cellules Thl sont majoritaires et elles vont sécréter des
cytokines pro-inflammatoires telles que I'liflinterferony) et le TNFx qui vont promouvoir

le développement de la plague en recrutant des cellules immunitaires additionnelles
perpétuant ainsi la réponse inflammatoire (Bui et al., 2009).

1-1-3) Développement de la chape fibreuse

Les CMLs, les constituants majoritaires de la média, sont responsables de la
vasoconstriction et de la vasodilatation des vaisseaux en réponse a un stimulus physiologique
ou pharmacologique. Au cours de la formation des vaisseaux, les CMLs dans la média
subissent une modification de leur phénotype accompagnée d’'une diminution de la sécrétion
des protéines de la matrice extracellulaire et d’'une augmentation de la formation de
myofilaments intracellulaires. Cette transition d’'un état synthétique a un état contractile est
requise pour que les CMLs puissent assurer leur fonction primaire de contraction et de
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dilatation des vaisseaux pour réguler la pression artérielle et le flux. Dans des conditions
pathologiques telles que le processus inflammatoire de I'athérosclérose, les CMLs des
vaisseaux matures peuvent subir une modulation de leur phénotype et « shifter » de leur état
normal contractile vers I'état synthétique qui leur donne la capacité de proliférer et de migrer
de la média vers l'intima pour participer a la formation de la chape fibreuse (Stegemann et al.,
2005).

Les différents types cellulaires qui constituent la paroi athéromateuse liberent de
nombreux facteurs tels que le facteur de croissance PDGF (Platelet Derived Growth Factor),
la thrombine, I'IFN, MCP-1 qui vont réguler la transition du phénotype contractile au
phénotype synthétique (prolifératify des CMLs (Rudijanto, 2007; Selzman et al., 2002;
Spinetti et al., 2004).

Dans le vaisseau natif, les CMLs sont entourées par une matrice extracellulaire
complexe et hautement structurée. Les constituants matriciels sont importants pour maintenir
la structure d’un tissu mais aussi pour guider les fonctions cellulaires. Les difféerentes MMPs
sécrétées par les différents types cellulaires de la strie lipidique vont participer au processus
de migration des CMLs. Les MMPs vont dégrader les composants de la membrane basale qui
retiennent physiquement les CMLs et vont faciliter leur contact avec la matrice interstitielle,
libérant ainsi des sites d’adhésion qui favorisent le phénoméne de traction cellulaire. Les
MMPs sont regroupées en une famille de 25 protéases sécrétées ou liees a la membrane
cellulaire dont 14 ont été identifiees dans les cellules vasculaires. Deux MMPs sont
particulierement associées avec la migration des CMLs : MMP-2 et MMP-9 (Cheng et al.,
1998) (Busti et al.). La dégradation de la matrice extracellulaire va libérer des facteurs de
croissance (IGF-1, TG¥..) qui vont auto-entretenir la sécrétion des MMPs, le changement
phénotypique des CMLs, leur prolifération et leur migration de la média vers l'intima
(Newby, 2006).

Ainsi le changement phénotypique, la prolifération et la migration des CMLs sont des
éléments clés de la formation de la chape fibreuse qui entoure le centre lipidique de la |ésion
athéromateuse.

La modulation phénotypique des CMLs s'accompagne d’'une modification des
protéines de la matrice extracellulaire. En effet, la matrice extracellulaire des CMLs
quiescentes est composée essentiellement de collagene et de protéoglycanes. Lors du
changement de phénotype, la matrice extracellulaire est enrichie en glycoprotéines telles que
la fibronectine, la vitronectine et I'ostéopontine qui vont fournir des sites d’attachement pour

les cellules vasculaires (Newby, 2006).
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1-1-4) Instabilité de la plague d'athérome et thrombose

La stabilité de la plaque d'athérome est une notion majeure qui peut se traduire par des
manifestations cliniques fatales. En effet, une plaque instable caractérisée par une chape
fibreuse mince et un ceeur lipidique (nécrotique) important est susceptible de se rompre et de
conduire a la formation d'un thrombus qui va obstruer la lumiére artérielle en exposant le
matériel lipidique thrombogéne au contact du sang circulant. A l'inverse, une plaque stable
caractérisée par une chape fibreuse épaisse et un cceur lipidique peu important est peu sensible
a la rupture grace notamment aux CMLs qui synthétisent de la matrice extracellulaire et

forment une chape fibreuse solide (Figure.19)

Figure 19: Stabilité de la plaque d'athéromgd'apres Libby et gl2002)

Au cours de la progression de lathérosclérose, des cellules endothéliales, des
macrophages, des LT et des CMLs meurent par apoptose ou nécrose. Les mécanismes
impliqués dans l'initiation de I'apoptose sont divers: I'accumulation de fortes concentrations
intracellulaires de cholestérol et extracellulaires de LDLox, la production de cytokines pro-
apoptotiques telles que le TNE-a sécrétion excessive de ROS par les macropleides
interactions cellulaires par la formation du complexe Fas/Fas ligand (Seimon and Tabas,
2009). En général, les macrophages éliminent les cellules apoptotiques par phagocytose pour
prévenir les réactions inflammatoires causées par la nécrose des cellules apoptotiques.

Cependant, de nombreuses études suggerent une détérioration du processus de phagocytose
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des cellules apoptotiques (efférocytose) par les macrophages au cours de l'athérosclérose,
détérioration qui serait due a divers mécanismes: la compétition entre les LDLox et les
cellules apoptotiques pour la liaison aux macrophages, la présence de médiateurs du stress
oxydatif tels que le péroxynitrite (Schrijvers et al., 2007). Ainsi, les cellules apoptotiques de
diverses origines ainsi que leur contenu lipidiqgue vont s'accumuler dans le cceur nécrotique
qui va augmenter de volume et donc favoriser l'instabilité de la plaque. De plus, I'apoptose des
CMLs conduit a une limitation de l'extension de la prolifération intimale affaiblissant la
couche fibromusculaire entourant le coeur nécrotique et augmentant donc le risque de rupture
de la plaque. L'amincissement de la chape fibreuse est également le produit d'une
augmentation de la dégradation de la matrice extracellulaire des CMLs par des MMPs a
activité collagénase (MMP-1) et gélatinase (MMP-2, MMP-9) exprimées au cours du
processus inflammatoire et d'une diminution de la synthese du constituant majeur de la
matrice extracellulaire: le collagéne. Cette diminution de la production de collagene est la
résultante d’une diminution de la quantité de CMLs et d'une inhibition de la synthése de ce
compose par les CMLs induite par I'lFNs€crété par les LT (Libby, 2008; Thim et al., 2008)

Ainsi, l'inflammation semble jouer un réle important pour induire l'instabilité de la plague
d'athérome.

La rupture de la chape fibreuse permet au sang circulant d'étre en contact avec le cceur
nécrotique thrombogene de la Iésion athéromateuse qui va favoriser la formation d'un
thrombus. Le thrombus formé peut entrainer une occlusion partielle ou complete de la lumiere
artérielle, migrer ou étre incorporé a la plague par un processus de cicatrisation. Le coeur
nécrotique est la partie la plus thrombogéne de la plague. En effet, dans la coeur nécrotique,
les lipides oxydés vont activer directement les plaquettes et le facteur tissulaire (FT),
I'initiateur du processus de coagulation, qui va activer la cascade conduisant a la formation de
thrombine (Shah, 2007). Cette derniere induit la formation de fibrine a partir du fibrinogéne et
stabilise alors le thrombus. Au niveau de la plaque d'athérome, le FT est exprimé par
différents types cellulaires (macrophages, cellules endothéliales, CMLs et cellules spumeuses)
et il est également présent dans le cceur nécrotique lié a des microparticules membranaires
eémises par les cellules apoptotiques (Breitenstein et al.).

L'érosion superficielle de la monocouche endothéliale peut étre un autre mécanisme
induisant la formation d'un thrombus. Cette érosion superficielle peut étre due a la présence
de ROS au niveau de la plaque qui sensibilise les cellules endothéliales a I'apoptose mais
également a des MMPs qui vont dégrader la membrane basale des cellules endothéliales qui

leur sert d'attachement a la paroi artérielle (Libby, 2008).
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Ainsi, linflammation, la dégradation de la matrice extracellulaire par diverses
protéases ainsi que l'apoptose des cellules de la plaque jouent des réles importants dans la
stabilité de la plague et dans son pouvoir thrombogéne. Les complications
thromboemboliques liées a la rupture de la plaque d'athérome ou a I'érosion superficielle de la
plague sont des criteres de mortalité et de morbidité associés a l'athérosclérose. Ces
complications vont pouvoir entrainer l'occlusion artérielle dont les principales manifestations
sont linfarctus du myocarde, les accidents vasculaires cérébraux et les ischémies des

membres inférieurs.

1-2) Différents réles athéroprotecteurs des HDL

De nombreuses études ont montré que les taux plasmatiques de HDL-cholestérol sont
inversement corrélés a l'incidence de l'athérosclérose et des maladies cardiovasculaires
associées. L'athéroprotection induite par les HDL a été classiquement attribuée a leur réle
central dans le transport retour du cholestérol (RCT) qui est le processus physiologique par
lequel le cholestérol excédentaire présent dans les tissus périphériques est capté et transporté
au niveau du foie, organe principal de dégradation et d’excrétion du cholestérol (cf. Chapitre |
paragraphe 4). Cependant, différentes autres fonctions des HDL participent également a cet
effet athéroprotecteur telles que les propriétés anti-oxydantes, anti-inflammatoires, anti-
thrombotiques et les effets protecteurs sur I'endothélium qui seront décrits brievement ci-
dessous. L'apoA-I et d'autres composants des HDL sont responsables de ces différents effets

athéroprotecteurs.

1-2-1) Propriétés anti-oxydantes des HDL

Comme souligné dans la partie 1-1 de ce chapitre, I'oxydation des LDL joue un rdle
central dans linitiation et la propagation de l'athérosclérose, notamwaeiat contribution
des LDLox dans la transformation des macrophages en cellules spumeuses. Ainsi, la
prévention de l'oxydation des LDL et des modifications en général des LDL peut jouer un role
important dans l'initiation et la progression de I'athérosclérose.

Un des principaux mécanismes par lequel les HDL réduisent le risque d'accidents
cardiovasculaires est la réduction de LDLox qui est effectuée de différentes facons et par
différentes protéines présentes a la surface des HDL telles que l'apoA-l, la paraoxonase
(PON), la PAF-AH (Platelet-Activating Factor AcetylHydrolase).

Les apolipoprotéines A-l1 et A-ll sont en partie responsables des propriétés anti-

oxydantes des HDL; apoA-lI et A-ll sont toutes deux capables de réduire les lipides
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hydropéroxydés en lipides hydroxydés par un processus qui impligue l'oxydation des
apolipoprotéines sur les résidus méthionine (Garner et al., 1998). Ainsi, en réduisant les
lipides hydropéroxydés les HDL convertissent des potentielles espéces réactives de I'oxygene
en des especes relativement inertes qui ne permettront pas l'oxydation des LDL.

Navabet al ont démontré que les HDL ainsi que différents composants des HDL
('apoA-l et la PON) mais pas I'apoA-ll ont la capacité de rendre les LDL résistantes a
l'oxydation par les cellules de la paroi artérielle en leur retirant des composés actifs
hydropéroxydés nécessaires pour I'oxydation. De plus, un traitement des cellules de la paroi
artérielle avec des HDL, ou I'apoA-I ou la PON rendent ces cellules incapables d'oxyder les
LDL (Navab et al., 2000).

L'effet anti-oxydant des HDL est également di a l'activité d'une autre enzyme associée
aux HDL: la PAF-AH qui est une sérine estérase, qui hydrolyse les courtes chaines de
groupement acyle estérifiées a la position sn-2 des phospholipides et certains phospholipides
oxydés fragmentés. Watsehal ont montréin vitro que cette enzyme diminue la production
et l'activité des LDLox en facilitant I'hydrolyse de phospholipides oxydés (Watson et al.,
1995). L'importance physiologique de PON1, une isoforme de PON, a été démontrée chez les
souris invalidées pour PON1 qui présentent une augmentation du développement de
I'athérosclérose par rapport a des souris sauvages en conditions de régime enrichi en graisses
et cholestérol. Les HDL isolées des souris invalidées pour PON1 n'ont pas la capacité de
bloquer la formation des LDLox (Shih et al., 1998).

Une autre fonction anti-oxydante des HDL est leur capacité a capter dans la circulation
les lipides hydropéroxydés potentiellement cytotoxiques. En effet, les HDL sont les
principaux transporteurs de lipides hydropéroxydés dans le plasma humain (Bowry et al.,
1992).

1-2-2) Propriétés anti-inflammatoires des HDL

L'athérosclérose peut étre considérée comme une maladie inflammatoire chronique
caractérisée par une accumulation de macrophages et de lymphocytes dans l'espace sous-
endothélial de l'artére et par une augmentation des concentrations plasmatiques de différents
marqueurs inflammatoires. Une étape précoce de ce processus inflammatoire est I'adhésion
des leucocytes au niveau de I'endothélium activé qui exprime difféerentes molécules
d'adhésion (VCAM-1, ICAM-1 et E- et P-selectines). Les LDLox ainsi que différentes
cytokines inflammatoires (TNF et IL-1p) induisent l'expression endothéliale de ces

molécules d'adhésion (O'Connell and Genest, 2001).
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Cockerill et al ont été les premiers a montrer que les HDL étaient capables d'inhiber
l'inflammation in vitro. Dans cette étude, des concentrations physiologiques de HDL
plasmatiques ou reconstituées contenant de ['apoA-l complexée avec de la
phosphatidylcholine inhibent I'expression des protéines VCAM-1, ICAM-1 et E-sélectine par
des cellules endothéliales (HUVECS) activées par leal®lFI'lL-1 (Cockerill et al., 1995).
Cependant, des vésicules constituées seulement de phospholipides ou des apolipoprotéines
délipidées sont incapables de prévenir I'expression de ces molécules d'adhésion induite par le
TNFa (Calabresi et al., 1997). Il a été montré que lapasition en phospholipides de la
particule HDL influence la capacité des HDL a inhiber I'expression de VCAM-1 par des
cellules endothéliales activées (Baker et al., 2000). Malgré les effets des HDL sur le
recrutement des cellules inflammatoires au niveau des cellules endothéliales veineuses
humaines (HUVECS), les effets des HDL sur l'expression des molécules d'adhésion sont
différents en fonction du modéle de cellules aortiques étudié. Il a été montré que les HDL sont
incapables d'inhiber l'expression des molécules d'adhésion induite par te dENBE un
modde proche de la physiopathologie humaine (cellules endothéliales aortiques humaines)
(Zhang et al., 2002b). Cependant sur un autre modele cellulaire, les cellules endothéliales
aortigues de porc (PAECs), des HDL reconstituées inhibent I'expression des E-sélectines
induite par I'lL-1a (Cockerill et al., 2001). Dans cette étude, lesiaitent également montré
I'effet inhibiteur des HDL sur l'expression des E-selectimesvivo dans un modele
d'inflammation porcine. Une augmentation du taux de HDL circulant d'un facteur 2 induit une
inhibition de l'expression des E-sélectines induite par I'lLdn niveau des cellules
endothéliales microvasculaires du porc (Cockerill et al., 2001). De plus, une augmentation de
la concentration plasmatique de HDL par surexpression de I'apoA-I dans des souris invalidées
pour l'apoE inhibent I'expression de ICAM-1 et VCAM-1 par I'endothélium vasculaire et ainsi
le recrutement des monocytes dans la paroi artérielle (Theilmeier et al., 2000). Chez 'homme,
une faible concentration plasmatique de HDL est associée a une augmentation des taux
plasmatiques de molécules d'adhésion solubles (ICAM-1 et E-selectine) (Calabresi et al.,
2002). Le mécanisme moléculaire par lequel les HDL inhibent I'expression des molécules
d'adhésion induite par les cytokines n'est pas encore bien connu. Il semblerait que les HDL
bloquent la translocation au noyau et la liaison a 'ADN du facteukByFeeci en inhibant
I'activation de la sphingosine kinase induite par le d (#ta et al., 1999).

Par la présence de phospholipides oxydés dans leur composition, les HDL ont
également la capacité de diminuer I'expression des molécules d'adhésion (VCAM-1, ICAM-1

et E-sélectine) par les cellules HUVECs induite par la CRP (C-Reactive Protein) qui est un
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marqueur connu de l'athérosclérose. En présence de HDL, I'adhérence de leucocytes sur des
cellules endothéliales aortiques induite par la CRP est inhibée (Wadham et al., 2004).

De plus, Murphyet al ont également montré que les HDL diminuent a la surface des
monocytes activés l'expression de CD11b, une molécule d'adhésion interagissant avec
VCAM-1 et ICAM-1 présents a la surface de I'endothélium. Dans cette étude, I'effet inhibiteur
des HDL sur I'adhésion des monocytes sur les cellules endothéliales a également été observé
(Murphy et al., 2008).

Ainsi, une des propriétés anti-inflammatoires des HDL est donc de diminuer
I'expression par les cellules endothéliales ou les monocytes de molécules d'adhésion qui sont
responsables de l'adhésion sur I'endothélium des cellules inflammatoires et qui favorisent
I'infiltration de ces cellules dans I'espace sous-endothélial (Figure 20)

Les cellules endothéliales produisent des cytokines et des chimiokines anti-
inflammatoires (TGH) et pro-inflammatoires telles que MCP-1 qui est unelécule
chimioattractante pour les monocytes. Les HDL ont la propriété de moduler I'expression de
ces difféerentes molécules. En effet, les HDL ont la capacité d'inhiber la sécrétion de MCP-1
par un modele de cellules endothéliales humaines induite par les LDLox. Cette propriété des
HDL est attribuée a la PON1 qui diminue I'oxydation des liblitro; des HDL dépourvues
de PON1 ne sont plus capables d'inhiber la production de MCP-1 induite par les LDLox
(Mackness et al., 2004). De plus, il a été montré dans un systéme de co-culture que les HDL
inhibent l'adhésion et la transmigration des monocytes au travers d'une monocouche de
cellules endothéliales induites par les LDLox (Navab et al., 1991). Parallelement, les HDL
induisent la production d'une cytokine anti-inflammatoire, TR2FTransforming Growth
Factorfi2) par des cellules endothéliales. Cet effet dépendantactivation de la voie
PI3K/Akt peut étre également induit par les lysosphingolipides présents dans les HDL
(sphingosine-1-phosphate et sphingosyl-phosphorylcholine) et par I'apoA-I. Cette capacité
des HDL d'induire la production de T@R-a également été démontriéevivo. Des souris
surexprimant I'apoA-lI humaine, qui possédent donc des taux plasmatiques de HDL élevés,
présentent une expression élevée de P&Fu niveau de l'aorte en comparaison avec des
souis invalidées pour I'apoA-1 (Norata et al., 2005). De plus, il a été montré que l'inhibition
de la signalisation TGB-accélére le développement de l'athérosclérose et indeiplaque
instable chez la souris (Mallat et al., 2001). Ainsi, le role athéroprotecteur des HDL peut étre
également attribué a leur capacité a moduler I'expression de molécules pro- et anti-

inflammatoires (Figure 2Q)
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Figure 20: Propriétés anti-inflammatoires des HDL(d'aprés Tabet et aR009)

Les HDL inhibent l'inflammation en inhibant I'oxydation des LDL, I'expression de molécules
d'adhésion (P/E sélectines, ICAM-1, VCAM-1) a la surface des cellules endothéliales ainsi
que l'expression de chimiokines telles que MCP-1 qui sont nécessaires aux recrutement des
cellules immunitaires. De plus, les HDL induisent la production par les cellules endothéliales
d'une cytokine anti-inflammatoire: le TG~

1-2-3) Propriétés protectives des HDL sur I'endothélium

La dysfonction endothéliale caractérisée par une diminution de la biodisponibilité de
l'oxyde nitrique (NO) et une augmentation de l'affinité des cellules endothéliales pour les
leucocytes est I'une des caractéristiques précoces dans le développement de I'athérosclérose.
Le NO est un puissant vasodilatateur synthétisé par divers types cellulaires dont les cellules
endothéliales. Sur les CMLs, le NO active la guanylate cyclase qui induit la relaxation. Sur les
cellules endothéliales, le NO inhibe I'expression de molécules pro-inflammatoires (molécules
d'adhésion, cytokines, facteurs de croissance) et protége lintégrité de I'endothélium en
inhibant I'apoptose et en induisant la prolifération et la migration cellulaire (Cooke, 2003). Il a
été montré que les HDL ont la capacité d'induire I'activation de I'oxyde nitrique synthétase
endothéliale (eNOS) ce qui induit une sécrétion de NO et donc un effet athéroprotecteur sur
les vaisseaux. Cet effet des HDL est dépendant de la liaison des HDL sur le récepteur SR-B1
(Yuhanna et al., 2001). Il a été également montré que les HDL augmentent la demi-vie de la
eNOS (Ramet et al., 2003). De facon complémentaire, les lipides contenus dans les HDL,
principalement la sphingosyl-phosphorylcholine (SPC), la sphingosine-1-phosphate (S1P) et
le lysosulfatide (LSF) augmentent I'activité de la eNOS et donc la sécrétion de NO. Ainsi les
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HDL transportent des lysophospholipides qui augmentent la production de NO. Cet effet des
lysophospholipides est dépendant du récepteur; SiBfer et al., 2004). Les LDLox
induisent au niveau des cellules endothéliales une déplétion en cholestérol dans les cavéoles
qui est le site de localisation de la eNOS au niveau de la membrane plasmique. Cette
déplétion en cholestérol par les LDLoda le récepteur scavenger CD36 induit la
redistribution de la eNOS dans des compartiments membranaires intracellulaires et atténue
donc la capacité d'activer I'enzyme (Blair et al., 1999) (Uittenbogaard et al., 2000). Les HDL
en apportant du cholestérol au niveau des cavéoles préviennent la délocalisation de la eNOS
et restituent la fonction endothéliale (Uittenbogaard et al., 2000). Ainsi, les HDL permettent
de maintenir la fonction endothéliale en augmentant la biodisponibilité du NO par différents
effets sur la eNOS (maintien de sa localisation dans les cavéoles, augmentation de sa demi-vie

et stimulation de son activité) (Figure21)

Figure 21: Les HDL activent la production de NO par différents mécanismegd'apres

Mineo et al, 2006)

1) Les LDLox induisent une déplétion en cholestérol au niveau des cavéoles, sites de
localisation de la eNOS. Les HDL en apportant du cholestérol au niveau des cavéoles
préviennent la délocalisation de la eNOS.

2) Les HDL en interagissant avec SR-B1 ou Sdduisent 'activation de la eNOS.

3) Les HDL augmentent I'abondance de la eNOS au niveau de la membrane plasmique en
augmentant sa demi-vie.
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De plus, l'incubation de HDL avec des cellules endothéliales augmente également la
synthése de prostacycline (BJGlqui est une prostaglandine produite par les cellules
endothéliales qui induit I'activation de l'adénylate cyclase dans les CMLs qui se traduit par
une inhibition de la contraction (Fleisher et al., 1982).

Une monocouche de cellules endothéliales continue et intacte est nécessaire pour
maintenir les propriétés d'une paroi artérielle normale. L'intégrité de I'endothélium vasculaire
peut étre transitoirement ou chroniquement perturbée par le turnover des cellules
endothéliales, une agression traumatique ou des dommages pathologiques. L'apoptose des
cellules endothéliales contribue fortement au développement de I'athérosclérose en perturbant
I'intégrité de la monocouche endothéliale. De multiples facteurs pro-athérogenes tels que les
LDLox et le TNFu induisent I'apoptose des cellules endothélialennéMet al., 2006). Les
LDLox induisent une augmentation soutenue de la concentration intracellulairé eta@s
les cellules endothéliales qui conduit a l'apoptose de ces cellules. Cet effet des LDLox peut
étre réversé par les HDL ou l'apoA-l qui préviennent l'augmentation soutenue de la
concentration intracellulaire en €at augmentent la synthése protéique (Suc et al., 1997). I
a été montré que les HDL ainsi que des HDL synthétiques sont capables de protéger des
cellules endothéliales humaines en culture de l'apoptose induite par le patFun
mécanisme dépendant de l'inactivation de la caspase 3. La composition en apolipoprotéine des
HDL synthétiques affecte leurs propriétés anti-apoptotiques. Les particules contenant I'apoA-I
apparaissent étre les plus efficaces (Sugano et al., 2000). Des travaux de notre équipe ont mis
en évidence que I'apoAvia son interaction avec I'ecta-ATPase exprimée a la surface des
HUVECSs induit une inhibibion de l'apoptose déclenchée par une privation en sérum et
facteurs de croissance (Radojkovic et al., 2009). D'autres études ont mis en évidence la
participation des composants lipidiques des HDL dans les effets anti-apoptotiques. Par
exemple, la SPC et la LSF inhibent I'apoptose des cellules endothéliales induite par la
privation en facteurs de croissance (Nofer et al., 2001). De plus, le lysophospholipda S1P
l'interaction avec son récepteur $Hugmente la survie des cellules endothéliales de facon
comparable aux HDL (Kimura et al., 2003).

Apres une agression, une rapide régénération de l'endothélium par migration et
prolifération des cellules endothéliales est nécessaire pour restaurer 'homéostasie de la paroi
artérielle. Des études avec des cellules endothéliales d'aorte bovine (BAECSs) ont montré que
les HDL ont la capacité d'induire la migration des cellules endothéliales de maniére dose
dépendante et de facon comparable au bFGF (basic Fibroblast Growth Factor). Ce mécanisme

indépendant des protéines Gi et de la phospholipagPlsd,) est complémentaire a la voie
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du bFGF (Murugesan et al., 1994). Il a été montré que la S1P pouvait étre un des composants
actifs des HDL pour l'induction de la migration des cellules endothéliales en activant ses
récepteurs SkPet S1R (Kimura et al., 2003). Cependant, la migration des BAECs est
également observée suite a l'interaction des HDL avec SR-BI qui induit I'activation de kinases
de la famille Src et de la voie PI3K/MAPK. La réponse induite par les HDL est similaire a
celle du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) mais est indépendante de I'activation de
la eNOS. L'effet des HDL peut étre reproduit en utilisant des HDL reconstituées avec de
I'apoA-I, du cholestérol et de la phosphatidylcholine, ceci indiquant donc que la migration
induite par les HDL peut étre indépendante du S1P (Seetharam et al., 2006). Parallelement
aux étudesn vitro, il a été montré que la réendothélialisation de l'artere carotidienne suite a
une agression électrique est diminuée chez les souris invalidées pour I'apoA-I qui possedent
des taux plasmatiques de HDL tres faibles. La restauration de I'expression hépatique de
I'apoA-l chez ces souris induit une réendothélialisation normale. De plus, le processus de
réendothélialisation est également diminué chez les souris invalidées pour SR-BI malgré les
taux de HDL plasmatiques élevés (Seetharam et al., 2006). Ainsi, lI'implication des HDL via
I'activation de SR-BI dans la migration des cellules endothéliales et donc dans le maintien de
l'intégrité de I'endothélium vasculaire a été démontrée in vivo.

De plus, les HDL stimulent également la prolifération des cellules endothéliales. Il a
été proposé que la prolifération induite par les HDL intervient sous activation de la PKC
(Protein Kinase C) et que les composants apolipoprotéiques des HDL sont requis pour cet
effet (Darbon et al., 1986). Des travaux de notre équipe ont également montré que I'apoA-I,
via son interaction avec l'ectg-ATPase exprimée a la surface des HUVECs protége contre
I'apoptose et induit la prolifération des cellules endothéliales (HUVECS). Cet effet de I'apoA-
| est inhibé en présence dJFun inhibiteur de l'activité¢ ATP hydrolase, ce qui suggere
I'implication de l'activité de I'ectoiFATPase dans ce processus mitogene (Radojkovic et al.,
2009) D'autres études suggérent que l'effet mitogéne des HDL requiert le calcium
extracellulaire et implique une augmentation du pH intracellulaire (Tamagaki et al., 1996).

Les HDL peuvent également réparer I'endothélium endommagé en recrutant des
précurseurs de cellules endothéliales (EPCs) au niveau du site de I'agression. En effet, une
simple injection de HDL synthétiques dans des souris invalidées pour I'apoE induit une
augmentation du nombre d'EPCs incorporés dans la monocouche endothéliale (Tso et al.,
2006).
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Ainsi I'ensemble des effets induits par les HDL (inhibition de I'apoptose, induction de
la prolifération et migration des cellules endothéliales, recrutement des EPCs) favorise la

réendothélialisation et l'intégrité de I'endothéli(fFigure 22).

Figure 22: Les HDL maintiennent l'intégrité de I'endothélium (d'aprés Mineo et al2006)

Les HDL préviennent l'apoptose induite par les LDLox et le dN# empéchant
l'augmentation de la concentration intracellulaire efi’ @aen inactivant la caspase 3. Les

HDL induisent également la prolifération et la migration des cellules endothéliales par
I'activation de différentes cascades de signalisation impliquant la PI3K, les MAPK et la PKC.
De plus, les HDL recrutent des précurseurs de cellules endothéliales (EPCs) au niveau du site
lésé.

1-2-4) Propriétés anti-thrombotiques des HDL

L'endothélium intact exerce des effets anti-thrombotiques continus en produisant du
NO et la prostacycline Pglqui sont tous deux des inhibiteurs de l'activation plaquettaire
induite par différents agonistes. Inversement, I'endothélium dysfonctionnel possede des
propriétés thrombogénes en induisant l'activation des plaguettes et en exprimant des facteurs
pro-coagulants tels que le Facteur tissulaire (FT). Comme il a été décrit ci-dessus (paragraphe
1-2-3), les HDL augmentent la biodisponibilité du NO par différents mécanismes et induisent

la sécrétion de P@lceci leur conférant donc des propriétés anti-thrombotiques. De plus, les
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HDL inhibent la production de PAF (Platelet-Activating Factor) qui est un phospholipide qui
stimule I'adhésion cellulaire, I'agrégation plaquettaire et la perméabilité vasculaire dans les
cellules endothéliales (Sugatani et al., 1996). Les HDL inhibent la synthese endothéliale de
PAF a travers l'inhibition de l'activité de l'acétyl-CoA: lyso-PAF acétyltransférase par une
voie dépendante majoritairement des apolipoprotéines (Sugatani et al., 1996). Les cellules
endothéliales expriment une autre protéine impliquée dans l'adhésion et l'agrégation
plaquettaire, le facteur de von Villebrand (VWF). Il a été observé que les taux circulants de
VWEF sont inversement corrélés avec la concentration plasmatique en HDL, ceci suggérant
donc que les HDL pourraient inhiber la production de vVWF (Conlan et al., 1993). Ainsi, en
modulant la production par I'endothélium de différents facteurs tels que le NO, Jalé>Gl
PAF et le VWF, les HDL affectent la thrombogénicité de I'endothélium.

Suite a la stimulation par la thrombine, le TNPu I'lL-1, les cellules endothéliales
vont exprimer le FT qui est le déclencheur central de la voie de coagulation extrinseque en
induisant l'activation des facteurs IX et X par le facteur Vila. Viswambhetraal ont
démontré que les HDL ou des HDL reconstituées avec de l'apoA-l et des molécules de
phosphatidylcholine ont la capacité d'inhiber I'expression du FT induite par la thrombine dans
des cellules endothéliales en culture, ceci en inhibant l'activation de RhoA et en activant la
PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase) (Viswambharan et al., 2004). Les HDL affectent
également le processus de coagulation en régulant la protéine C activée (APC) qui régule la
coagulation en inactivant les facteurs Va et Vllla impliqués dans la formation de la
thrombine. L'effet anti-coagulant de I'APC peut étre augmenté par son co-facteur: la protéine
S. Griffin et al ont montré que les HDL augmentent l'inactivation du facteur Va induite par
I'APC et cet effet anti-coagulant des HDL est augmenté en présence de la protéine S (Griffin
et al., 1999). De plus, des études d'infusions répétées de HDL dans des lapins sous régime
enrichi en cholestérol indiquent que les HDL augmentent au niveau de la Iésion
athéromateuse la quantité de thrombomoduline qui est un facteur anti-coagulant essentiel pour
I'activation d'APC et donc l'inhibition de la génération de thrombine (Nicholls et al., 2005).

L'effet anti-thrombotique des HDL a été clairement démontré dans un modele de
thrombose artérielle chez le rat. Dans ce modéle, ou la formation du thrombus est induite dans
I'aorte par une application externe de kelihfusion d'apoA-1 Milano, un variant de I'apoA-
[, induit un prolongement de la période requise pour le développement du thrombus et
diminue le poids du thrombus. Ces résultats suggerent fortement que les HDL peuvent

diminuer la formation du thrombus invivo (Li et al., 1999).
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Figure 23: Les HDL possédent de multiples propriétés anti-thrombotiqueqd'apres
Mineo et al, 2006)

Les HDL affectent la thrombogénécité de I'endothélium en augmentant le flux sanguin et en
inhibant l'activation de I'endothélium, la génération de la thrombine ainsi que l'activation
plaquettaire.

1-2-5) Altération des propriétés athéroprotectrices des HDL

Au cours d'une inflammation systémique associée a un stress oxydant, la composition
protéigue des particules HDL est fortement modifiée et les HDL peuvent perdre leurs
propriétés anti-inflammatoires. Au cours d'une inflammation, le foie produit et sécréete
différentes protéines inflammatoires telles que la Sérum Amyloide A (SAA) et la
céruloplasmine. Ces protéines vont pouvoir étre incorporées dans les HDL plasmatiques en
contre-partie d'une diminution de la quantité d'apoA-l, de PON et de PAF-AH associés aux
HDL. Cette modification de composition des HDL induit une perte par les HDL de la capacité
a protéger les LDL de I'oxydation et augmentent I'expression de la chimiokine MCP-1 (Van
Lenten et al., 1995). De plus I'enrichissement des HDL en SAA augméent&ind la liaison
des HDL aux protéoglycanes ainsi la SAA pourrait étre responsable de l'immobilisation des
particules HDL dans la paroi artérielle, les empéchant donc d'effectuer le transport retour du

cholestérol vers le foie (Kontush and Chapman, 2006b). En conditions d'hyperlipidémie, une
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réponse inflammatoire aigué: APR (Acute Phase Response) peut étre induite et entrainer des
modifications des propriétés fonctionnelles des HDL. En effet, sous régime athérogene,
comme apres l'injection de LDLox ou de phospholipides oxydés, les souris de fond génétique
C57BL/6J présentent une diminution de l'activité de la PON et une association des HDL avec
I'apoJd qui est une protéine induite par 'APR. Ce phénoméne n'est pas observable chez des
souris de fond génétique C3H/HeJ, résistantes a I'athérosclérose. Les souris invalidées pour
I'apoE qui sont caractérisées par une hyperlipidémie et une susceptibilité a I'athérosclérose
présentent également une réduction de l'activité de la PON et une augmentation de l'apoJ. De
plus, les HDL issues de ces souris stimulent l'activité chimioattractante des LDLox pour les
monocytes (Navab et al., 1997).

Lors d'une phase aigué de linflammation ou d'une inflammation chronique, le
contenu lipidique des HDL a tendance a étre modifié avec généralement un enrichissement en
triglycérides et une déplétion en esters de cholestérol ce qui entraine une diminution des taux
plasmatiques de HDL-cholestérol. L’enrichissement en triglycérides induit des modifications
conformationnelles de I'apoA-I qui diminuent les capacités anti-oxydantes des HDL (Kontush
and Chapman, 2006a).

En plus du déplacement de sa liaison aux HDL par la SAA et des maodifications
conformationnelles, I'apoA-I peut subir des modifications sur certains de ses résidus d'acides
aminés sous l'action de la MPO (myélopéroxidase). L'enrichissement de I'apoA-l1 en
nitrotyrosines et chlorotyrosines induit une diminution de la capacité d'efflux de cholestérol
dépendant d'ABCAL. De plus, il a été montré que la présence dans le plasma de nitrotyrosine
et chlorotyrosine au niveau de l'apoA-1 est augmentée chez les individus présentant des
maladies cardiovasculaires. Ainsi, la MPO en modifiant l'apoA-I génere des HDL
dysfonctionnelles (Zheng et al., 2004).

Ainsi, en absence d'inflammation systémique, les HDL ont des propriétés anti-
inflammatoires. Cependant en présence d'une APR ou d'une inflammation chronigue comme
c'est le cas dans l'athérosclérose, les HDL acquierent également des propriétés pro-

inflammatoires.

2) Approches thérapeutiques ciblant les HDL

En raison de leurs différentes propriétés athéroprotectrices (RCT, anti-oxydant, anti-
inflammatoire, anti-thrombotique, protection de I'endothélium), les HDL constituent une
bonne cible thérapeutique pour le traitement de [I'athérosclérose et des maladies

cardiovasculaires associées.
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Différentes études épidémiologiques ont établi qu'un taux de HDL plasmatiques bas
(<1.0 mmol/l ou 40 mg/dl) est un facteur de risque indépendant pour les maladies
cardiovasculaires. L'étude Framingham de 1970 est la premiere a révéler que des taux de
HDL plasmatiques bas sont associés avec des événements cardiovasculaires défavorables
((Gordon et al., 1977)). Dans cette étude, il a été montré que des taux de HDL plasmatiques
inférieurs & 1.03 mmol/l (40 mg/dl) chez I'homme et inférieurs a 1.29 mmol/l (50 mg/dl) chez
la femme sont associés avec une augmentation des risques cardiovasculaires. Inversement,
des taux de HDL plasmatiques supérieurs a 1.55 mmol/l (> & 60 mg/dl) sont associés avec une
réduction des risques cardiovasculaires (Hausenloy and Yellon, 2009). L'analyse de
différentes données épidémiologiques suggéere qu'une augmentation des taux plasmatiques de
HDL de 0.03 mmol/l (1 mg/dl) entraine une diminution de 2 a 3% du risque cardiovasculaire
(Hausenloy and Yellon, 2008). De plus, de récentes études ont montré que chez les patients
traités par des statines, les concentrations en HDL restent un facteur prédictif indépendant
d’événements cardiovasculaires (Barter et al., 2007a).

La concentration plasmatique en HDL est donc un facteur important pour la prise en
charge cardiovasculaire des patients. Dans cette partie, différentes stratégies et thérapies
actuellement disponibles qui augmentent les taux de HDL plasmatiques seront décrites ainsi
qgue les potentielles futures thérapies pouvant augmenter les taux et/ou la fonctionnalité des
HDL.

2-1) Augmentation des taux de HDL plasmatiques

Une augmentation des taux de HDL plasmatiques peut étre obtenue par des
modifications du mode de vie et par differentes approches thérapeutiques plus ou moins

efficaces.

2-1-1)_Stratégies non pharmacologiques

De simples modifications du mode de vie peuvent induire une augmentation des taux

plasmatiques de HDL.

2-1-1-1)_L'exercice physigue

Au cours d'un suivi de 8 mois d'une population d'hommes et de femmes de 50 a 65
ans, il a été observé qu'une augmentation de la quantité d'exercice physique induit une
augmentation des taux de HDL-cholestérol. Il apparait qu'une augmentation de la quantité

d'exercice physique soit plus importante qu'une augmentation de l'intensité de l'exercice
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physique pour induire une meilleure augmentation des taux de HDL-cholestérol (Kraus et al.,
2002). Les travaux de Kodanah al ont mis en évidence I'existence d'un volume minimal
d'exercice pour induire une augmentation significative des taux de HDL-cholestérol. En effet,
I'équivalent d'un exercice physique de 120 minutes (soit une dépense d'énergie de 900 kcal)
au minimum doit étre réalisé hebdomadairement pour induire une augmentation significative
des taux de HDL-cholestérol (Kodama et al., 2007).

2-1-1-2) La consommation d'alcool

Les résultats d'une méta-analyse mettent en évidence que la consommation modérée
d'alcool (30 g par jour) induit une augmentation des taux de HDL-cholestérol d'environ
4mg/dl et est associée avec une diminution des risques cardiovasculaires d'environ 25%
(Rimm et al., 1999). Toutes les formes d'alcool (vin, biére, spiritueux) présentent un effet
cardioprotecteur lorsque la prise est modérée (Rimm et al., 1996). L'augmentation des taux de
HDL-cholestérol induite par la consommation d'alcool peut s'expliquer par une augmentation
de I'efflux de cholestérol cellulaire et de son estérification dans le plasma (van der Gaag et al.,
2001).

2-1-1-3)_La perte de poids

L'obésité est associée avec des taux plasmatiques bas de HDL-cholestérol et élevés de
triglycérides. Il a été observé qu'une perte de poids induite par un régime alimentaire ou par
de l'exercice physique induit une augmentation des taux de HDL-cholestérol (Wood et al.,
1988). Dans une méta-analyse, il a été mis en évidence que les sujets perdant activement du
poids présentent une diminution des taux de HDL-cholestérol mais lorsque leur poids est
stabilisé, on observe une augmentation de la concentration plasmatique en HDL-cholestérol

de 0.009 mmol/L pour chaque kilogramme perdu (Dattilo and Kris-Etherton, 1992).

2-1-1-4)_L'arrét du tabac

Une méta-analyse a démontré que les fumeurs ont généralement des taux plus bas de

HDL-cholestérol (-5.7%) et d'apoA-I (-4.2%) en comparaison avec des non-fumeurs. De plus,
cette association inverse entre la consommation de cigarettes et les taux de HDL-cholestérol
est dose-dépendante ; plus le nombre de cigarettes consommées est important, plus le taux
plasmatique de HDL-cholestérol est bas (Craig et al., 1989). Dans une méta-analyse plus
récente, comprenant 27 études, il a été observé que l'arrét du tabagisme induit une

augmentation des taux de HDL-cholestérol plasmatiques de 0.100 mmol/L sans modification

- 103 -



CHAPITRE Il : Athérosclérose : Approches thérapeutiques ciblant les HDL

des autres parameétres plasmatiques (LDL-cholestérol, cholestérol total et triglycérides)
(Maeda et al., 2003).

2-1-2) Stratégies pharmacologiques courantes

2-1-2-1)_Statines

Les statines sont des inhibiteurs de la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A
réductase (HMGCOA réductase) qui est une enzyme limitante dans la biosynthese endogene
du cholestérol en permettant la réduction de 'HMGCoA en mévalonate. Les statines
induisent donc une diminution de la concentration hépatique en cholestérol qui conduit a
I'activation de la transcription de différents genes tels que le LDLR qui est impliqué dans la
clairance plasmatique des particules LDL. Ainsi, I'effet principal des statines est de diminuer
fortement les concentrations plasmatiques en LDL-cholestérol. La diminution varie entre 27
et 55% en fonction de la molécule et de la dose prescrite (Nicholls et al.). Les statines
induisent également une augmentation modérée (de 5 a 10%) des taux de HDL-cholestérol
pouvant aller jusqu’a 16% (Barter et al.). L'effet des statines sur les taux de HDL-cholestérol
est relativement faible comparé avec l'effet sur les taux de LDL-cholestérol. Cependant, une
récente méta-analyse sur un traitement avec des statines démontre que chez des patients
souffrant de maladies cardiovasculaires dont le taux de LDL-cholestérol est fortement
diminué, une augmentation des taux de HDL-cholestérol de 7.5% est associée avec une
régression de I'athérosclérose (Nicholls et al., 2007).

Différents mécanismes sont impliqués dans l'effet des statines sur les taux de HDL-
cholestérol. Plusieurs études révelent que les statines diminuent le transfert de cholestérol
ester entre les particules HDL et les particules athérogenes chez des sujets dyslipidémiques
(Caslake et al., 2003; Guerin et al., 2000). En effet, Caslakeoat ahontré qu’une forte dose
de Rosuvastatine induit une diminution de 12% de l'activité de la CETP chez des sujets
hypercholestérolémiques et de 59% chez des sujets présentant une dyslipidémie mixée
associée avec une diminution de la quantité de CETP de 33 a 37% (Caslake et al., 2003). La
supériorité de la réduction de I'activité de la CETP observée chez les sujets présentant une
dyslipidémie mixée est le reflet d’'une forte diminution des lipoprotéines riches en TG
notamment les VLDL (-46%) qui sont des particules accepteuses de cholestérol ester. Les
travaux de Guérinet al révélent que la diminution de [lactivité¢ de la CETP est
significativement corrélée avec la diminution des taux de VLDL induite par un traitement

avec I'Atorvastatine (Guerin et al., 2000). De plus, l'augmentation des taux de HDL-
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cholestérol induite par les statines peut étre également attribuée a une augmentation de
I'activité de PPARX qui est responsable de la stimulation de la synthese de la transcription de
I'apoA-I. En effet, les statines induisent une diminution de la production de géranylgéranyl
pyrophosphate, un intermédiaire de la biosynthése du cholestérol, responsable de 'activation
de la petite GTPase RhoA qui apparait étre impliguée dans la modulation de l'activité de
PPARx (Martin et al., 2001).

De nombreuses études ont montré un bénéfice majeur des statines sur la mortalité
cardio-vasculaire. Une méta-analyse de 14 essais cliniques regroupant plus de 90 000 patients
et concernant différentes statines a montré une diminution de 12% de la mortalité toutes
causes comprises et de 19% de la mortalité coronarienne par mmol/l en moins de LDL-
cholestérol (Baigent et al., 2005). D’autres études sont nécessaires pour déterminer si les
effets induits par les statines sur les taux de HDL-cholestérol influencent l'incidence des

maladies cardiovasculaires et de la mortalité cardiovasculaire.

2-1-2-2) Fibrates

Les fibrates sont des agonistes des récepteurs nucléairesa PRARIiminuent
principalement les taux de triglycérides de 25 a 45% et augmentent les taux de HDL-
cholestérol de 10 a 15%. lls induisent également une diminution des taux de LDL-cholestérol
de 10 a 20% (Hausenloy and Yellon, 2008). En mimant la structure des acides gras libres, les
fibrates lient PPAR, un récepteur nucléaire qui régule la transcriptierdifférents génes. La
diminution de la triglycéridémie peut s'expliquer par une augmentation de la lipolyse due a
I'induction de I'expression dans le foie de la LPL et l'inhibition de I'expression de I'apoC-lll,
une apolipoprotéine inhibitrice de la LPL (Schoonjans et al., 1996) (Staels et al., 1995). Les
fibrates induisent également l'expression de l'apoA-1 et de I'apoA-ll humaines, deux
principaux composants des particules HDL (Berthou et al., 1996) (Vu-Dac et al., 1995). De
plus, il a été observé que les fibrates induisent une augmentation de I'expression de deux
protéines impliquées dans l'efflux de cholestérol: CLA-1 (homologue humain de SR-B1) et
ABCAL1 au niveau des macrophages humains (Chinetti et al., 2000) (Arakawa et al., 2005).
Ces différentes régulations peuvent donc expliquer l'effet des fibrates sur l'augmentation des
taux de HDL-cholestérol. Les travaux d'Arakaeaal ont démontré que l'augmentation de
I'expression d'ABCA1 suite a un traitement avec l'acide fénofibrique, une forme active du
Fénofibrate, induit une augmentation de I'efflux de cholestérol a partir des macrophages vers
I'apoA-I (Arakawa et al., 2005).
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L'effet des fibrates sur le développement de l'athérosclérose a été démontré dans
I'étude BECAIT (Bezafibrate Coronary Atherosclerosis Intervention Trial). Dans cette étude,

il a été observé qu'un traitement avec le Bezafibrate sur une durée de 5 ans chez des patients
souffrant de dyslipidémie induit une diminution de la progression de l'athérosclérose qui peut
étre en partie attribuée a une augmentation de 9% des taux plasmatiqueszaddiEdtérol
(Ericsson et al., 1996; Ruotolo et al., 1998).

De nombreuses études ont été réalisées afin de savoir si cette amélioration du profil
lipidique induit par les fibrates est associée a une diminution significative des accidents
cardio-vasculaires. Dans I'étude "Helsinki Heart Study”, il a été observé une diminution de
34% de l'incidence des maladies cardiovasculaires dans le groupe de patients dyslipidémiques
traités en prévention primaire avec le Gemfibrozil en comparaison avec le groupe placebo.
Cet effet bénéfique sur lincidence des maladies cardiovasculaires est a la fois dd a
l'augmentation des taux de HDL-cholestérol (+11%) et & la diminution des taux de LDL-
cholestérol (-11%) induites par le traitement avec le Gemfibrozil. Un tel traitement induit
eégalement une forte diminution des taux de triglycérides (-35%), mais celle-ci n‘a qu'un trés
faible impact sur l'incidence des maladies cardiovasculaires (Manninen et al., 1988). De plus,
I'étude VA-HIT (Veterans Affairs High-Density Lipoprotein Cholesterol Intervention Trial) a
révélée que l'administration de Gemfibrozil, en prévention secondaire, réduit de 22% le risque
de mort due a une maladie cardiovasculaire et le risque d'infarctus du myocarde, chez des
patients souffrant de maladies cardiovasculaires et présentant des taux bas de HDL-
cholestérol et de LDL-cholestérol. Ainsi, I'administration de Gemfibrozil apparait étre
bénéfique pour des patients coronariens présentant des taux bas de HDL-cholestérol,
caractéristique retrouvée fréquemment chez des patients obeses ou diabétiques (Rubins et al.,
1999). Cette étude montre également que la réduction de lincidence des évenements
coronariens est en partie due a une augmentation de 6% des taux de HDL-cholestérol (Robins
et al., 2001).

Cependant, l'effet des fibrates sur l'incidence des évenements coronariens est variable.
En effet, bien qu'un traitement avec le Bezafibrate chez des patients souffrant de maladies
cardiovasculaires et présentant des taux bas de HDL-cholestérol induit une augmentation de
18% des taux de HDL-cholestérol, seulement une tendance a la diminution des événements
cardiovasculaires est observée dans I'étude BIP (Bezafibrate Infarction Protection) (2000).
Toutefois, un suivi sur 16 ans de cet essai clinique a démontré que les patients ayant répondu
au traitement par une forte augmentation des taux de HDL-cholestérol présentent une

diminution significative de la mortalité (Goldenberg et al., 2009b). De plus, cet effet
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bénéfique de I'augmentation des taux de HDL-cholestérol est plus important quand les taux de
LDL-cholestérol sont faibles (Goldenberg et al., 2009a). Ainsi, cette étude met en évidence la

nécessité de cibler les différents parameétres lipidiques pour augmenter les bénéfices cliniques
d'une thérapie.

Une récente méta-analyse a synthétisé les données de 18 études incluant plus de 45000
individus et concernant différents fibrates: le Clofibrate, le Bezafibrate, le Gemfibrozil, le
Fenofibrate et I'Etofibrate et a démontré qu'une thérapie avec des fibrates ne diminue pas la
mortalité toutes causes comprises. Toutefois, un traitement avec des fibrates réduit l'incidence
des principaux évenements cardiovasculaires en prévenant les événements coronariens (Jun et
al.).

2-1-2-3)_Acide nicotinigue ou Niacine

La Niacine est reconnue comme étant I'agent pharmacologique utilisé actuellement en
thérapeutique responsable des plus fortes augmentations en HDL-cholestérol (jusqu'a 35%).
De plus, la Niacine a des effets favorables sur le profil lipidiqgue en diminuant les
concentrations des lipoprotéines athérogenes a apoB (moins 20% pour les LDL) et des
triglycérides (moins 40-50%). Les données les plus irréfutables supportant l'utilisation de la
Niacine proviennent de I'étude "Coronary Drug Project" dans laquelle sont évalués les effets
de la Niacine en monothérapie sur 8341 hommes ayant déja eu un infarctus du myocarde.
Apres 15 ans de suivi, il a été montré que la Niacine est associée avec une diminution de 11%
de la mortalité (toutes causes de mortalité prises en compte) (Canner et al., 1986). Malgré son
efficacité cliniqgue et ses effets bénéfiques sur les modifications du profil lipoprotéique
plasmatique, I'utilisation de la Niacine est limitée due a son effet secondaire majeur de flush
cutané. Des efforts pour diminuer cet effet secondaire ont conduit a une nouvelle préparation
de la Niacine : le Niaspan qui correspond a une reformulation de la Niacine a libération
prolongée et qui cause moins de flush que les autres formulations (Cefali et al., 2006).

Chez des patients traités agressivement avec les statines pour diminuer les taux de
LDL-cholestérol, des taux bas de HDL-cholestérol constituent un facteur prédictif des
principaux évenements cardiovasculaires (Barter et al., 2007a). Ainsi, de nombreuses études
ont analysé les effets de I'association des statines avec diverses molécules pharmacologiques
pouvant diminuer les taux de HDL-cholestérol. Les études ARBITER-2 (Arterial Biology for
the Investigation of the Treatment Effects of Reducing cholesterol) et ARBITER-3 ont évalué
I'effet du Niaspan (acide nicotinique a libération prolongée) sur I'épaisseur de l'intima-meédia

(IMT : intima-media thickness) carotidienne, qui est un facteur prédictif d'événements
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cardiovasculaires, chez des patients coronariens sous statines présentant des taux de HDL-
cholestérol bas (< a 45 mg/dl). Dans I'étude ARBITER-3, il a été montré qu’une association
du Niaspan avec des statines sur 2 ans entraine une régression significative de I'IMT
carotidienne et que cet effet est seulement associé a l'augmentation des taux de HDL-
cholestérol (Taylor et al., 2006). Ainsi, I'association acide nicotinique/statine induit une
régression de l'athérosclérose en augmentant les taux de HDL-cholestérol. Deux études
cliniques, AIM-HIGH et HPS2-THRIVE sont actuellement en cours pour confirmer I'effet
bénéfique de I'association de I'acide nicotinique avec les statines sur I'incidence des accidents
cardiovasculaires.

Récemment, de nouvelles études ont permis d’apporter des précisions sur le mode
d’action de la Niacine. Il semblerait que la Niacine module les taux plasmatiques en
triglycérides et en lipoprotéines contenant de I'apoB via deux mécanismes :

- la modulation de la synthese de triglycérides par le foie qui induit une augmentation
de la dégradation intracellulaire de I'apoB. En effet, Gatrgl ont montré dans un modéle
vitro que la Niacine inhibe l'activité de la DGAT2 (Diacylglycerol AcylTransferase 2), une
enzyme clé de la synthese des triglycérides au niveau de I'hépatocyte. Cette inhibition induit
une augmentation de la dégradation de I'apoB intracellulaire et une diminution de sa sécrétion
(Ganji et al., 2004; Jin et al., 1999). Cependant, ce mécanisme reste a étre démontré in vivo.

- la modulation de la lipolyse des triglycérides dans le tissu adipeux. Il a été montré
par des étude vitro que l'activation de HM74, le récepteur de haute affinité pour la
Niacine, diminue I'hydrolyse du triacylglycérol en acides gras libres dans des adipocytes
(Tunaru et al., 2003; Zhang et al., 2005b). De plus, Tuetaaliont montré I'absence d’effet
de la Niacine sur les taux plasmatiques d’acides gras libres dans des souris invalidées pour
PUMA-G (HM74 chez la souris). Alors qu’un traitement avec la Niacine chez des souris
sauvages placées sous régime enrichi en graisses induit une diminution de 30% des taux
plasmatiques de triglycérides, aucun effet de la Niacine n’est observé chez des souris PUMA-
G’ (Tunaru et al., 2003). Cette étude suggére donc que, chez la souris, la Niactoes
récepteur PUMA-G, mobilise les acides gras au niveau du tissu adipeux, ce qui induit une
diminution de leur disponibilité hépatique pour la synthese des triglycérides. Cependant chez
I'hnomme, il est observé que la Niacine entraine seulement une baisse transitoire du taux
plasmatique d'acides gras libres suivie d’'un rebond. Ainsi, cette voie ne semble pas étre
physiologiqguement majeure chez I'homme pour induire les modifications des profils

plasmatiques de la Niacine (Kamanna and Kashyap, 2008).

- 108 -



CHAPITRE Il : Athérosclérose : Approches thérapeutiques ciblant les HDL

Concernant les effets sur les taux plasmatiques de HDL-cholestérol, il semblerait que
la Niacine diminue le catabolisme de I'apoA-I. Cet effet pourrait s’expliquer par les travaux
de Zhanget al qui montrent sur des cellules d’hépatocarcinome humain en culture {HepG
guela Niacine est responsable d’'une diminution de I'expression de surface de laftdaine
I’ATP synthase qui se traduit par une diminution de la captation des HDL radiomarquées sur
la partie protéique avec liode 125 (Zhang et al., 2008). Cet effet de la Niacine sur
I'expression de la chaifgde I'ATP synthase reste toutefois a étre démantkévo. D’autre
part, alors que la Niacine induit une augmentation des taux plasmatiques de HDL-cholestérol
chez des souris apoE*3Leiden exprimant la CETP, aucun effet de la Niacine sur les taux de
HDL n’est observé chez de simples souris apoE*3Leiden. Il a été montré chez ces souris
apoE*3Leiden exprimant la CETP que l'augmentation des taux plasmatiques de HDL-
cholestérol et d’apoA-I est due a une diminution de I'expression hépatique de la CETP. ||
semblerait donc que l'effet de la Niacine sur les taux de HDL-cholestérol passe par une
inhibition de la CETP (cf. paragraphe 2-1-3-2) (van der Hoorn et al., 2008).

2-1-3)_Nouvelles stratégies pharmacologigues

2-1-3-1)_Augmentation des taux d'apoA-I

Deux mécanismes peuvent induire 'augmentation des taux d’apoA-I : 'augmentation
de la production d’apoA-I et la diminution de son catabolisme. De nombreuses données chez
I'animal démontrent qu’'une surexpression du gene de I'apoA-l1 humaine augmente les taux
d’apoA-I et de HDL-cholestérol et peut méme induire la régression de la plaque d’athérome

dans certaines conditions (Plump et al., 1994) (Tangirala et al., 1999).

Augmentation de la production d'apoA-I :

Les agonistes de PPARels que les fibrates sont des agents pharmacologiques qui
régulent la transcription de I'apoA-l. Cependant, les fibrates actuellement disponibles
(Fénofibrate et Gemfibrozil) sont de faibles agonistes de RP&Reurs effets sur les taux
plasmatiques de HDL sont généralement faibles. Dans le but d’obtenir des effets plus
importants, différents agonistes de PRABRuUS puissants ont été développés.

Le LY518674, un agoniste des PPéRblus spécifique et plus puissant que le
Fénofibrate, induit une augmentation des taux de HDL-cholestérol plus importante que le

Fénofibrate chez des souris surexprimant I'apoA-I humaine (Singh et al., 2005). Dans une
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étude de dose-réponse chez 'lhomme, il a été montré que le LY518674, de fagcon similaire aux
fénofibrates, diminue les taux plasmatiques de triglycérides. Le LY518674 augmente
également les taux plasmatiques de HDL-cholestérol et d’apoA-l au méme titre que les
fénofibrates mais seulement a de faibles doses (Nissen et al., 2007a). De fagon intéressante,
Millar et al ont montré qu’a de fortes doses, le LY518674 entraine une augmentation de la
production et du catabolisme de I'apoA-I qui se traduit par des taux plasmatiques d’apoA-I et
de HDL-cholestérol inchangés (Millar et al., 2009). L'augmentation du catabolisme de
I'apoA-I pourrait étre la résultante d’'une augmentation du RCT mais ceci reste a étre
démontré. Bien que le LY518674 soit un agoniste plus spécifique et plus puissant que le
Fénofibrate, le LY518674 ne produit pas plus d’effets favorables sur les taux de HDL-
cholestérol. De plus, un traitement avec le LY518674 est associé avec différents effets
défavorables tels qu’'une augmentation de la concentration en créatinine sérique et du LDL-
cholestérol (Nissen et al., 2007a). Un autre agoniste de ®PAR® en cours de
développement : le CP-778,875. Il a été montré que ce composé augmente les taux de HDL-
cholestérol de 14% et diminue la triglycéridémie de 26% chez des patients diabétiques avec
une dyslipidémie athérogene. Ce composé a l'avantage de ne pas avoir d’effets défavorables
sur les taux de créatinine sérique et de LDL-cholestérol (Terra et al., 2008).

Récemment, dans des étudlesiitro sur des cellules HepGil a été montré qu’un
traitement avec IRVX-208, une petite molécule stimulatride la transcription de I'apoA-I,
induit une augmentation de la production d’apoA-l qui est associée a une augmentation des
taux de prB-HDL et de particules naissantes larges migrard.eDe fagon similairein vivo,
un traitement de 63 jours avec le RVX-208 chez des singes induit une augmentation des taux
d’apoA-I (+60%) et de HDL-cholestérol (+97%) qui est associée a une augmentation de
I'activité d’efflux par ABCAL, ABCG1 et SR-B1. Dans cette méme étude, il a également été
montré qu’un traitement de 7 jours avec le RVX-208 chez 'homme augmente les taux
d’apoA-1 (+10%), de pf@&-HDL (+42%) et la fonctionnalité des HDL a induire I'efflux de
cholestérol (+11%) (Bailey et al.). De plus, des essais de phase | et Il avec le RVX-208 ont
montré que non seulement la molécule est sdre et bien tolérée mais aussi qu’elle entraine chez
les sujets sains une augmentation des taux de HDL-cholestérol (McNeill). Ces résultats sont
prometteurs mais des études complémentaires sont nécessaires pour déterminer si cette
molécule peut induire la régression des plaques via I'amélioration du profil lipoprotéique.

L’expression de I'apoA-I est également régulée positivement par le récepteur nucléaire

LRH-1 (Liver Receptor Homolog-1) et négativement par le FXR, ce qui fait du LRH-1 et du
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FXR des cibles thérapeutiques potentielles pour augmenter les taux d’apoA-1 (Claudel et al.,
2005; Delerive et al., 2004).

Diminution du catabolisme de I'apoA-1 :

La lipase endothéliale, liée aux cellules endothéliales, qui hydrolyse les
phospholipides associés aux HDL pourrait constituer une nouvelle cible thérapeutique pour
'augmentation des taux d’apoA-I et de HDL-cholestérol. En effet, la surexpression hépatique
de la LE induit une diminution des taux plasmatiques en phospholipides, HDL-cholestérol et
apoA-l1 accompagnée d’'une formation de HDL de petites tailles pauvres en lipides et d'un
catabolisme accéléré de l'apoA-lI radiomarquée issue des HDL par le foie et les reins.
Maugeaiset al suggerent donc que la LE dépléte les particules HDL en phospholipides ce qui
déstabilise I'apoA-1 et induit sa dissociation et son catabolisme par les reins (Maugeais et al.,
2003). Inversement, 'inhibition de la LE par injection d’anticorps inhibiteurs de la LE induit
une augmentation significative des taux plasmatiques de HDL-cholestérol, phospholipides et
apoA-|1 chez des souris transgéniques exprimant I'apoA-I humaine (modéle murin proche de
’'homme au niveau de I'hétérogénéité des HDL) (Jin et al., 2003). De plus, I'invalidation de
la LE chez des souris invalidées pour I'apoE induit une augmentation des taux plasmatiques
de HDL-cholestérol mais également des taux de lipoprotéines a apoB. Malgré ce profil
lipidique, les souris apoEinvalidées pour la LE présentent une diminution significative de la
taille des lésions qui peut s’expliquer par une augmentation des taux de HDL-cholestérol et
une diminution de linfiltration des monocytes dans I'espace sous-endothélial (Ishida et al.,
2004). Les travaux de Badellimbal ont mis en évidence que les concentrations plasmatiques
en LE sont associées négativement avec les concentrations plasmatiques en HDL-cholestérol
et positivement avec le développement de I'athérosclérose (Badellino et al., 2006). De plus,
des mutations perte de fonction dans le gene de la LE, chez 'hnomme, sont associées avec une
augmentation des taux de HDL-cholestérol (Edmondson et al., 2009). Ainsi, I'inhibition
pharmacologique de la LE pourrait donc étre une nouvelle stratégie pour augmenter les taux

de HDL-cholestérol en diminuant le catabolisme de I'apoA-I.

Infusion d’apoA-1 et de HDL.:
Une autre alternative pour augmenter les taux d'apoA-I et de HDL est de directement

infuser de l'apoA-lI ou des HDL natives ou reconstituées (HDLr) dans la circulation. Des
études chez le lapin, placé sous régime athérogene, ont montré que des infusions de HDL

natives étaient associées a une diminution et méme une régression du développement de la
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plaque d'athérome (Badimon et al., 1990). Les travaux de Nigball®nt également montré

que l'administration de HDLr, au méme titre que les HDL natives, diminue la taille des
lésions d'environ 35% chez des lapins placés sous régime athérogene et augmente la stabilité
de la plaque en augmentant le nombre de CMLs et en diminuant le hombre de macrophages
au niveau de la lésion. Nichollet al ont également montré dans cette étude que la
composition en phospholipides et en apolipoprotéines influence les effets bénéfiques des
HDL sur la taille et la stabilité de la plaque (Nicholls et al., 2005).

Différentes études précliniques chez 'homme ont ensuite été réalisées pour étudier les
effets d'infusion d'apoA-lI ou de HDLr. Ainsi, il a été montré qu'une simple infusion d’'une
durée de 4 heures de HDLr (apoA-I complexée avec de la phosphatidylcholine) chez des
patients sains induit une augmentation au cours de l'infusion des taux plasmatiques en apoA-I
et phospholipides. L'augmentation des taux d'apoA-I est principalement dans la fraction HDL
correspondant aux particules migrant erpp€est associée a une augmentation en paralléle
du taux de HDL-cholestérol non estérifie. Une fois l'infusion terminée, il a été observé une
diminution de ces différentes concentrations accompagnée d'une augmentation des taux de
HDL-cholestérol ester et de HDL migrant amui résulte probablement de la conversion des
préB-HDL par la LCAT. Ainsi, ces résultats suggerent gindusion de HDLr est capable de
stimuler le RCT en induisant la production defpHDL qui est associée a une augmentation
de l'efflux et de l'estérification du cholestérol (Nanjee et al., 1999). Une étude chez des
patients souffrant d'une hypercholestérolémie familiale montre une stimulation du RCT apres
infusion d'une pro-apolipoprotéineA-I (pro-apoA-1) humaine recombinante. La pro-apoA-I est
la forme sécrétée de I'apoA-l qui mature en apoA-l1 apres clivage d'une proséquence
hexapeptidique par des protéases. Il a été montré que I'administration unique par voie intra-
veineuse de complexes liposomiques contenant la pro-apoA-I humaine induit une
augmentation transitoire des taux d'apoA-| et de HDL-cholestérol pendant les premiéres 24h
apres l'injection. De plus, une augmentation de I'excrétion fécale des stérols neutres (+ 39%)
et des acides biliaires (+30%) a été observée chez les patients traités avec les HDLr (Eriksson
et al., 1999). Ainsi, ces différents résultats suggerent donc que l'infusion de HDLr ou d'apoA-I
peuvent stimuler le RCT.

Dans l'essai clinique ERASE (Effect of rHDL on Atherosclerosis Safety and Efficacy),
I'effet d'infusions hebdomadaires pendant 4 semaines de CSL-111, apoA-l complexée avec de
la phosphatidylcholine, sur le développement de I'athérosclérose a été étudié. Dans cet essai,
une diminution de 3.4% du volume de la plaque aprés traitement avec le CSL-111 a été

observée mais cette diminution n'est pas significativement différente par rapport au groupe
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placebo qui présente une diminution de 1.6%. Cependant le volume de la plaque est
significativement plus petit par rapport au volume de la plague avant le début du traitement
avec le CSL-111 (Tardif et al., 2007) (cf. paragraphe 2-2-2: apoA-l Milano (Nissen et al.,
2003)). Ces resultats surprenants montrent donc qu'une régression rapide de la plague qui met
plusieurs années pour se développer est possible en seulement quelques administrations de
molécules actives. L'utilisation de HDLr semble donc étre une stratégie efficace pour le
traitement de l'athérosclérose. Cependant des études complémentaires sont nécessaires pour
évaluer les effets de telles infusions sur la survenue d'événements cliniques associés a

I'athérosclérose.

2-1-3-2)_Inhibiteurs de la CETP

La CETP est une protéine plasmatique qui assure le transfert de cholestérol ester a

partir des particules HDL aux lipoprotéines contenant I'apoB (LDL et VLDL) en échange de
triglycérides. La CETP induit donc un profil lipidique pro-athérogéne avec une déplétion des
HDL en cholestérol ester et en parallele un enrichissement des lipoprotéines a apoB en
cholestérol ester. L'intérét pour l'inhibition de la CETP a débuté aprés la découverte en 1990
d'individus japonais qui présentent des taux trés élevés de HDL-cholestérol associés a une
déficience génétique pour la CETP (Inazu et al., 1990). Cette association génétique conduit
naturellement au concept qu'une inhibition pharmacologique de la CETP pourrait étre une
nouvelle approche thérapeutique pour augmenter les taux de HDL-cholestérol. Bien que les
effets de la déficience en CETP sur les risques cardiovasculaires ne soient pas tres clairs, la
CETP a suscité l'intérét des laboratoires pharmaceutiques qui ont développé des composés
pharmacologiques susceptibles de l'inhiber dans I'objectif d'augmenter les taux plasmatiques
de HDL-cholestérol. A ce jour, trois inhibiteurs ont atteint le stade de développement
clinique: I'Anacetrapib, le Torcetrapib et le Dalcetrapib (ou JTT-705).

Il a été montré qu'un traitement avec le Torcetrapib pendant 16 semaines a des doses
suffisantes pour augmenter les taux de HDL-cholestérol d'un facteur 3 induit une diminution
du développement de I'athérosclérose de 60% chez des lapins placés sous régime athérogene.
Dans cette étude le développement de la plague est associé positivement avec le ratio
“concentration cholestérol total/concentration HDL-cholestérol* (Morehouse et al., 2007).

Dans une premiére étude clinique chez des sujets sains, un traitement sur 2 semaines
avec 60 mg de Torcetrapib, dose utilisée dans les études suivantes, induit une augmentation
de 62% des concentrations plasmatiques en HDL-cholestérol et une diminution des taux de

LDL-cholestérol de 11%. Ces changements sont accompagnés d'une inhibition de 35% de
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I'activité de la CETP et d'une augmentation de la concentration en CETP (Clark et al., 2004).
Malgré ces effets bénéfiques sur le profil lipidique, le développement du Torcetrapib a été
arrété en fin 2006 en Phase Il de I'étude ILLUMINATE (Investigation of Lipid Level
Management to Understand its Impact IN ATherosclerosis Events) en raison d'une
surmortalité. Dans cette étude ILLUMINATE, conduite sur plus de 15000 patients a haut
risque cardiovasculaire, bien que la combinaison thérapeutique Torcetrapib + Atorvastatine
sur 12 mois induit une augmentation de 72% des taux de HDL-cholestérol et une diminution
de 25% des taux de LDL-cholestérol, il a été observé une augmentation de la mortalité toutes
causes confondues (évenements cardiovasculaires, cancers, infections...) en comparaison avec
le groupe traité seulement avec I'Atorvastatine (Barter et al., 2007b). Chez ces patients traités
avec la combinaison Torcetrapib + Atorvastatine, une augmentation de la pression artérielle,
une diminution de la concentration sérique en potassium ainsi qu'une augmentation des
concentrations sériques en sodium, bicarbonate et aldostérone ont été observées. Une analyse
post hoc de cette étude a montré que le risque de mort est augmenté chez les patients traités
avec le Torcetrapib présentant une forte diminution de la concentration en potassium ou une
forte augmentation de la concentration en bicarbonate (Barter et al., 2007a).

L'étude ILLUSTRATE (Investigation of Lipid Level Management Using Coronary
Ultrasound to Assess Reduction of Atherosclerosis by CETP Inhibition and HDL Elevation) a
mis en évidence que la majorité des patients traités avec le Torcetrapib ne présente pas de
régression de l'athérosclérose. Toutefois, une régression de l'athérosclérose est observée chez
les patients présentant les plus fortes augmentations des taux de HDL-cholestérol, suggérant
donc que les HDL générées suite a l'inhibition de la CETP sont fonctionnelles (Nissen et al.,
2007b) (Nicholls et al., 2008). Des étudasvitro avec des HDL issues de patients traités
avec le Torcetrapib ont confirmé la fonctionnalité des HDL. En effet, les HDL issus de
patients sous Torcetrapib (120mg/jour) sont plus efficaces pour promouvoir l'efflux de
cholestérol a partir de macrophages chargés (Yvan-Charvet et al., 2007). L’ensemble de ces
études suggere donc que les effets négatifs induits par le Torcetrapib ne seraient pas dus a
I'inhibition de la CETP mais plutdét aux effets secondaires de la molécule sur la pression
artérielle et les concentrations en électrolytes. Fogtealt ont démontrén vivo chez le rat
gue les effets du Torcetrapib sur la pression artérielle et la libération de l'aldostérone et de la
corticostérone ne sont pas dus a l'inhibition de la CETP, I'Anacetrapib n'ayant pas d'effet sur
ces deux parameétres (Forrest et al., 2008). Ainsi, ces résultats n'excluent pas la possibilité
qu'un autre composé inhibiteur de la CETP, tel que I'Anacetrapib ou le Dalcetrapib, pourrait

avoir des bénéfices sur les risques cardiovasculaires associés a I'athérosclérose.
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Les études chez I'animal, plus précisément chez le lapin placé sous régime athérogene,
ont montré que l'administration de Dalcetrapib induit une diminution de 70% de la
progression de l'athérosclérose (Okamoto et al., 2000). Dans une étude regroupant 198
patients avec une légere hyperlipidémie, un traitement de 4 semaines avec 900mg de
Dalcetrapib induit une augmentation de 34% des taux de HDL-cholestérol et une diminution
de 7% des taux de LDL-cholestérol. De plus, cette étude a également montré la bonne
tolérance de ce composé (de Grooth et al., 2002). Des études sont en cours afin de déterminer
si I'amélioration du profil lipidique induite par le Dalcetrapib se traduit par une réduction des
risques cardiovasculaires (essai dal-OUTCOMES).

L'Anacetrapib qui posséde des propriétés structurales proches du Torcetrapib semble
étre un composeé plus puissant pour induire I'augmentation des taux de HDL-cholestérol. Dans
une étude de phase I, il a été observé chez des sujets dyslipidémiques, apres un traitement de
28 jours avec I'Anacetrapib, une augmentation de 129% des taux de HDL-cholestérol et une
diminution de 38% des taux de LDL-cholestérol (Krishna et al., 2007). En plus d'induire une
augmentation plus importante des taux de HDL, cette étude a montré qu'un traitement avec
I'Anacetrapib n'entraine pas d'augmentation de la pression artérielle, contrairement au
Torcetrapib.Comme pour le Dalcetrapib, des études complémentaires sont nécessaires pour
vérifier les effets de I'Anacetrapib sur les risques cardiovasculaires.

2-1-4) L'augmentation des taux plasmatiqgues de HDL est-elle vraiment la

bonne stratégie?

De nombreuses études épidémiologiques ont mis en évidence que la concentration
plasmatique en HDL-cholestérol est inversement corrélée avec l'incidence des maladies
cardiovasculaires et l'athérosclérose (Gordon et al., 1989; Gordon et al.,, 1977). Une des
premieres études démontrant le bénéfice d'augmenter les taux de HDL-cholestérol est I'étude
"Helsinki heart study" dans laquelle il a été montré qu'un traitement avec le Gemfibrozil
augmente les taux de HDL-cholestérol de 11% et diminue la concentration plasmatique en
cholestérol total de 10%, les taux de LDL-cholestérol de 11% et les taux de triglycérides de
35%. Cette modification du profil lipidique est accompagnée d'une diminution des risques
cardiovasculaires chez les patients traités avec le Gemfibrozil. La plus importante réduction
du risque cardiovasculaire a été observée chez les patients qui au début de I'étude avaient des
taux de HDL-cholestérol bas et de triglycérides élevés (Manttari et al., 1990).

Cependant, dans certaines conditions, des taux plasmatiques bas de HDL-cholestérol

ne sont pas associés avec une augmentation des risques cardiovasculaires. En effet, Frikke-

-115-



CHAPITRE Il : Athérosclérose : Approches thérapeutiques ciblant les HDL

Schmidtet al ont montré que des taux plasmatiques de HDL-cholestérol faibles dus a une
hétérozygotie pour des mutations perte de fonction de ABCA1 ne sont pas associés avec une
augmentation des risques de développer une cardiopathie ischémique (Frikke-Schmidt et al.,
2008). Un autre exemple concerne les personnes porteuses de la mutation apoA-1 Milano qui
sont caractérisées par des taux plasmatiques trés bas de HDL-cholestérol non associés avec
une augmentation des risques cardiovasculaires (Franceschini et al.,, 1980). Ces études
suggerent donc que des facteurs autres que le taux de HDL-cholestérol sont importants pour
prédire les accidents cardiovasculaires.

Les travaux de Ansedt al ont montré la possibilité de séparer des patients atteints de
maladies cardiovasculaires d'individus sains en évaluant les propriétés inflammatoires/anti-
inflammatoires des HDL. Dans cette étude, les propriétés inflammatoires/anti-inflammatoires
des HDL sont de meilleurs facteurs prédictifs des maladies cardiovasculaires que les taux de
HDL-cholestérol. En effet, dans un groupe de 26 patients atteints de maladies
cardiovasculaires, seulement 3 ont un taux anormalement bas de HDL-cholestérol alors que
20 patients sur 26 ont des HDL pro-inflammatoires. Dans le groupe contrdle, les 26 individus
ont des HDL anti-inflammatoires (Ansell et al., 2003).

De plus, des études chez la souris démontrent que la stimulation du RCT est plus
athéroprotectrice que l'augmentation des taux plasmatigues de HDL-cholestérol. Une
augmentation des taux de HDL-cholestérol induite par une diminution du catabolisme des
HDL n'est pas athéroprotectrice. En effet, les souris invalidées pour SR-B1 et I'apoE qui sont
caractérisées par une concentration élevée en HDL-cholestérol due a une diminution du
catabolisme des HDL présentent une augmentation de l'incidence de l'athérosclérose (Trigatti
et al., 1999). A linverse, une surexpression de SR-B1 protége les souris de I'athérosclérose
malgré une diminution significative des taux de HDL-cholestérol (Kozarsky et al., 2000).

Ainsi, ces études mettent en évidence que le taux plasmatique de HDL-cholestérol
n'‘est pas le seul déterminant pour le réle athéroprotecteur des HDL. La fonctionnalité des
HDL (transport retour du cholestérol, fonction anti-inflammatoire...) est indépendante de la
concentration en HDL et est aussi importante, voire plus importante, pour évaluer les

capacités athéroprotectrices des HDL.
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2-2) Amélioration de la fonctionnalité des HDL

2-2-1) Peptide mimétigue de I'apoA-I

L'apoA-1 est la principale apolipoprotéine constituant les HDL. Elle est constituée de
243 acides aminés arrangés en 10 hélices amphipathiques. Grace a ses propriétés de captation
du cholestérol et de phospholipides cellulaires ainsi que grace a ses propriétés anti-oxydantes,
comme nous l'avons vu précédemment, I'apoA-1 constitue un facteur athéroprotecteur majeur.
Cependant, la protéine entiere est non seulement difficile et colteuse a synthétiser mais ne
peut étre administrée que par voie intraveinedsesi, de nombreuses recherches se sont
concentrées sur le développement de petits peptides mimétiques de I'apoA-l pouvant étre
administrés par voie orale. Ces recherches ont abouti a la synthese de différents peptides de
18 acides aminés qui ne présentent aucune homologie de séquence avec I'apoA-I mais qui ont
la capacité de former des hélices amphipathiques de classe A qui miment la liaison de I'apoA-
| sur les lipides.

Garberet al ont été les premiers a démontrer qu'un peptide mimétique peut inhiber le
développement de |'athérosclérose in vivo. lls ont observé que I'administration quotidienne par
voie intraveineuse du peptide mimétique 5F, pendant 16 semaines, chez des souris C57BL/6J
placées sous régime athérogene induit une diminution significative de la taille des Iésions
athéromateuses sans modifications majeures du profil lipidique. De plus, il a été montré que
les HDL issues des souris traitées avec le 5F, contrairement aux HDL contrbles, ont la
capacité d'inhiber I'oxydation des LDL et de prévenir le chimiotactisme des monocytes induit
par les LDL dans une co-culture de cellules de la paroi artérielle. Le traitement avec le 5F a
donc permis de maintenir les fonctions anti-inflammatoires des HDL en conditions de régime
athérogene, ce qui pourrait expliquer en partie I'effet sur le développement de I'athérosclérose
(Garber et al., 2001).

Dans le but de faciliter I'administration des peptides mimétiques de Il'apoA-I, le
composé D-4F qui peut étre administré oralement a été synthétisé et est actuellement en cours
de développement clinique. Le D-4F est un peptide de 18 acides aminés dont la séquence
differe du 5F mentionné précédemment par seulement un résidu phénylalanine en moins. De
plus, le D-4F est constitué par seulement des D-acides aminés qui lui conférent une résistance
a la dégradation par les peptidases gastrointestinales (Navab et al., 2002). Il a été montré que
I'administration orale de D-4F entraine une diminution trés importante du développement de
I'athérosclérose (environ -75%) dans des modeles de souris susceptibles a I'athérosclérose

(ApoE” ou LDLR") sans modification du profil lipidique. De facon similaire au 5F, un
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traitement avec le D-4F permet de modifier les HDL de ces souris en HDL anti-
inflammatoires qui peuvent ainsi inhiber le chimiotactisme des monocytes induit par les LDL
(Navab et al., 2002). Les travaux de Van Lergeal montrent que le peptide D-4F lie les
phospholipides et les acides gras insaturés oxydés avec une tres forte affinité (Van Lenten et
al., 2008). Ces propriétés du peptide mimétique a lier les lipides oxydés pro-inflammatoires
pourraient expliquer les effets athéroprotecteurs induits par un traitement avec le D-4F. De
plus, des études ultérieures, chez des souris’apoBauvages, ont permis de montré qu'une
simple administration de D-4F stimule la formation deBpHbL, |'activité de la paraoxonase
associée aux HDL et stimule également le transport retour du cholestérol a partir de
macrophages chargés en cholestéroljivo (Navab et al., 2004). Ces deux propriétés (anti-
oxydante et promotion du transport retour du cholestérol) du D-4F peuvent donc étre
responsables de son effet protecteur sur le développement de I'athérosclérose.

Un premier essai clinique chez des patients souffrant de maladies cardiovasculaires a
montré la tolérance et la biodisponibilité du D-4F chez I'homme. Bien que la biodisponibilité
de ce peptide soit faible, les HDL isolées des patients traités ont une meilleure activité anti-
inflammatoire (Bloedon et al., 2008). De plus, une étude chez la souris et le singe a montré la
synergie possible entre le peptide D-4F et les statines. En effet, a des doses de D-4F et de
Pravastatine inefficaces en monothérapie, il a été observé une synergie remarquable entre les
deux composés qui se traduit par une augmentation des taux de HDL-cholestérol, d'apoA-I,
ainsi qu'une potentialisation de l'activité paraoxonase et des propriétés anti-inflammatoires
des HDL. L'association D-4F/Pravastatine prévient la formation des Iésions chez les animaux
jeunes et induit également la régression de lésions établies chez des animaux plus agés
(Navab et al., 2005). Cette étude est donc encourageante pour le développement de
combinaisons thérapeutiques de statines avec des peptides mimétiques de I'apoA-I.

Des études récentes ont commencé a étudier I'effet de l'association de 2 peptides
mimétiques en tandem. L'étudevitro de peptides tandems composés de 2 peptides 4F liés
par différents acides aminés (proline ou alanine) a montré que les tandems sont plus efficaces
que le simple peptide 4F pour déplacer I'apoA-l et I'apoE a partir de HDL de souris et
promouvoir I'efflux de cholestérol a partir de macrophages chargés en cholestérol. Toutefois,
le peptide 4F est le seul capable de diminuer l'oxydation des LDL (Wool et al., 2008). Il
semblerait donc que les peptides tandems soient moins efficaces pour protéger les LDL de
l'oxydation mais plus efficaces pour remodeler les HDL et pour promouvoir l'efflux de
cholestérol par rapport au peptide simple, suggérant donc que ces tandems de peptides

pourraient stimuler plus efficacement le RCT. Cependant, des études complémentaires sont
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nécessaires pour vérifier l'efficacité de ces tandems de peptidégo sur le RCT et le
développement de l'athérosclérose.

2-2-2) Infusion d'apoA-I Milano

L’apoA-I Milano (apoA-IM) est une forme mutante de I'apoA-l caractérisée par la
substitution d’'une arginine en position 173 par une cystéine. Cette mutation a été découverte
dans un petit village d’ltalie du nord chez trois membres d’'une méme famille qui présentaient
des taux de HDL-cholestérol et d'apoA-I tres bas et un taux plasmatique de triglycérides
élevé. Remarquablement, malgré ce profil lipidique fortement athérogene, aucun membre de
la famille ne souffre de maladies cardiovasculaires (Franceschini et al., 1980). La substitution
de l'arginine par la cystéine induit une altération des propriétés fonctionnelles de I'apoA-I
mutée comparée a la protéine normale, qui conduit a la formation de dimeres liés par un pont
disulfure avec une autre apoA-IM (apoA-IM/apoA-IM) ou avec I'apoA-1l (apoA-IM/apoA-I1)
(Weisgraber et al., 1980). Le catabolisme de cette apoA-IM sous forme monomérique est trés
rapide comparé avec I'apoA-1 normale, ce qui peut expliquer les taux anormalement bas en
HDL-cholestérol et apoA-1 chez les porteurs de cette mutation (Roma et al., 1993). Dans
I'étude « Limone sul Garda », il a été montré que en comparaison avec des sujets présentant le
méme niveau d’hypoalphalipoprotéinémie (moyenne [HDL]=28 mg/dl), les porteurs de la
mutation apoA-IM ont une plus faible prévalence de 'athérosclérose (57% versus 33%) et
une plus faible épaisseur maximale de I'intima/media au niveau de la carotide (1,8 mm versus
0,9 mm) (Sirtori et al., 2001). Ces données suggéerent donc que l'apoA-IM confere une
athéroprotection.

Différentes études chez I'animal ont confirmé le rble athéroprotecteur de I'apoA-IM.

En effet, Shahet al ont observé que des injections intraveineuses répétées d’apoA-IM
complexée avec de la phosphatidylcholine préviennent la progression de I'athérosclérose
malgré une sévere hypercholestérolémie persistante chez des souris invalidées pour I'apoE
placées sous régime enrichi en cholestérol. De plus, un tel traitement est associé avec une
modification favorable de la composition de la plaque (diminution du contenu en lipides et
macrophages) (Shah et al., 1998). Quelques années plus tard, la méme équipe a observé des
résultats similaires suite a une simple injection d’'une forte dose d’apoA-IM complexée avec

du dipalmitoyphosphatidylcholine (DPPC) chez des souris invalidées pour I'apoE. Cette forte
dose d’apoA-IM induit une rapide mobilisation du cholestérol présent dans les tissus qui se
traduit par une forte augmentation de la concentration plasmatique en cholestérol libre. De

plus, des analyses histologiques ont révélé une diminution des contenus en lipides et
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macrophages au niveau de la plaque, seulement 48 heures apres l'injection (Shah et al., 2001).
Ces résultats suggéerent donc que cette stratégie pourrait rapidement modifier la composition
de la plaque vers un phénotype plus stable. Ibaingzont également observé une régression

de la plaque accompagnée d’'une diminution de la densité des macrophages et de I'expression
de marqueurs de la vulnérabilité de la plague tels que le facteur tissulaire et MCP-1 chez le
lapin suite a deux injections d’ETC-216 (apoA-IM complexée avec des phospholipides)
(Ibanez et al., 2008).

Une étude chez 'homme a permis d’évaluer I'impact de I'ETC-216 sur le volume des
plaques d’athérome chez des patients souffrant de syndrome coronarien aigu. Un traitement
de cing semaines par perfusion hebdomadaire d’ETC-216, dans les deux semaines suivant le
syndrome coronarien aigu, induit une réduction du volume de la plaque d’athérome de 4,2%
par rapport au volume initial. Inversement, les plaques des patients traités par placebo ont
augmenté de taille (Nissen et al., 2003). Cependant, cette étude a été menée sur une
population réduite; des essais clinigues complémentaires incluant plus de patients et
I'incidence des accidents cardiovasculaires doivent donc étre réalisés pour confirmer ces
résultats prometteurs.

Le fait que méme a des concentrations faibles de HDL, l'apoA-IM induit une
athéroprotection pourrait s'expliquer par la capacité de I'apoA-IM a produire des HDL plus
efficaces dans le processus de transport retour du cholestérol. A ce jour, il existe différents
résultats contradictoires sur ce sujet. En effet, Favati ont montré que les sérums issus de
patients porteurs de I'apoA-IM sont plus efficaces que des sérums de patients cantroles,
vitro, pour induire I'efflux de cholestéralia ABCA1 (Favari et al., 2007). A linverse,
Weibel et al ont montré que des HDL issues de souris exprimant I'apoA-IM sont aussi
efficaces que les HDL issues de souris exprimant I'apoA-I humaine pour induire I'efflux de
cholestéroln vitro (Weibel et al., 2007). De plus, des souris surexprimant I'apoA-I ou I'apoA-

IM humaines dans des conditions permettant d’obtenir des taux de HDL-cholestérol similaires
ne présentent pas de différences au niveau du RCT. En effet, par rapport a des souris
invalidées pour I'apoA-I1, ces deux groupes de souris présentent une augmentation similaire de
la quantité de cholestérol radiomarqué présent dans les féces 48 heures apres l'injection de
macrophages chargés en cholestérol radiomarqué (Alexander et al., 2009). Ainsi, il semblerait
que chez la souris si I'apoA-IM est plus athéroprotectrice que l'apoA-l, ce ne soit pas
attribuable a une augmentation du processus de transport retour du cholestérol. Des essais

cliniques chez I'hnomme visant a étudier les effets sur le développement de la plaque suite a
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des infusions d'apoA-l ou d'apoA-IM devraient permettre de comparer les effets
athéroprotecteurs entre ces deux formes d'apoA-I.

Les travaux de Bielicket al montrent que I'apoA-IM possede une puissante activité
anti-oxydante en empéchant I'oxydation de phospholipides par la lipoxygénase, alors que
I'apoA-I est faiblement active (Bielicki and Oda, 2002). De plus, il a été montré que les HDL
isolées de patients porteurs de la mutation apoA-IM sont plus efficaces que des HDL issues
de patients contrbéles pour stimuler I'expression et l'activation de la eNOS par les cellules
endothéliales et pour réguler négativement I'expression de VCAM-1 induite par & TNF
(Gomaraschi et al., 2007). Ainsi, l'ensemble de ces résultats suggére donc que
I'athéroprotection associée a I'apoA-IM pourrait étre due en partie a la capacité de I'apoA-IM
a inhiber la formation de médiateurs pro-inflammatoires tels que les phospholipides oxydés
ainsi qu'a maintenir I'noméostasie endothéliale. Ces différentes études mettent donc en
évidence que l'infusion d'apoA-IM représente une bonne stratégie pour le traitement de
I'athérosclérose chez I'homme. Cependant, des études cliniques complémentaires sont
nécessaires pour évaluer les effets dun tel traitement sur lincidence des accidents

cardiovasculaires.

2-2-3)_Stimuler la voie du RCT

Le RCT est, comme nous l'avons déja vu dans le chapitre |, le processus par lequel

I'exces de cholestérol des tissus périphériques est amené au foie par les HDL ou il sera sécrété
dans la bile pour étre éliminé finalement dans les féces. Le concept de développer de
nouvelles thérapies qui peuvent promouvoir le RCT est ainsi attrayant. Le RCT peut étre
stimulé a différents niveaux tels que I'efflux de cholestérol au niveau des tissus périphériques,

la captation du cholestérol au niveau hépatique, et le TICE.

2-2-3-1)_Stimulation de I'efflux de cholestérol : agonistes du LXR

Comme nous l'avons déja vu dans le chapitre |, le processus actif d'efflux de
cholestérol au niveau des tissus périphériques est a ce jour bien caractérisé et implique en
particulier deux ABC transporteurs : ABCA1 et ABCGL1. ABCAL est responsable de I'efflux
de cholestérol vers les particules d’apoA-I faiblement lipidées alors que ABCGL1 serait
impliqué dans I'efflux de cholestérol vers des particules HDL matures. Il semblerait que ces
deux transporteurs contribuent de facon coopérative dans learR@/D (Wang et al., 2007).

Les principaux régulateurs d’ABCA1 et ABCG1 sont les récepteurs nucléaires LXR dont le

LXRa qui est trés fortement exprimé essentiellement au niveau du foie, I'intestin, les reins, la
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rate et le tissu adipeux et le LBRqui est exprimé de facon ubiquitaire mais a moindre
niveau. Le développement d’agonistes des LXR est donc d'un trés grand intérét dans la
recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques pour le traitement de I'athérosclérose.

De nombreuses études chez la souris supportent I'hypothese que des composants
ciblant les LXRs peuvent étre bénéfiques dans le traitement de I'athérosclérose. En effet, il a
été montré gu’un traitement avec des agonistes du LXR (GW3965 et T0901317) induit une
réduction significative de I'athérosclérose chez des souris susceptibles a I'athérosclérose
(apoE" et LDLR") (Terasaka et al., 2003) (Joseph et al., 2002). De plus, dlaik ont
montré qu’un traitement avec le GW3965, un agoniste synthétique du LXR, augmente les
taux de HDL plasmatiques et stimule également le RCT a partir de macrophages chargés en
cholestérol vers les féces) vivo, chez des souris C57BL/6 et également chez un modele
murin qui se rapproche plus de 'hnomme au niveau de la distribution des lipoprotéines
plasmatiques (souris transgéniques pour I'apoB et la CETP humaines) (Naik et al., 2006). Un
important facteur impligué dans cette promotion du RCT par l'activation du LXR est
'augmentation de l'efflux de cholestérol a partir des macrophages chargés en cholestérol
tritié qui se traduit par une augmentation dans le plasma de la quantité de traceur radiomarqué
a différent temps apres l'injection des macrophages. Ces résultats suggerent donc que les
agonistes du LXR sont de bonnes cibles pour le traitement de I'athérosclérose.

Cependant, les LXRs sont responsables de la régulation de nombreux genes
intervenant dans I'homéostasie du cholestérol tels que ACBA1l, ABCG1, ABCG5, ABCGS,
'apoE, la CETP ainsi que de nombreux genes impliqués dans le métabolisme des
triglycérides comme le Sterol-Regulatory Element Binding Protein 1¢ (SREBP1c) ou la Fatty
Acid Synthase (FAS). Ainsi, le facteur limitant de nombreux agonistes des LXRs non
sélectifs est d’'induire la stimulation de la biosynthese hépatique des acides gras conduisant a
une stéatose hépatique. De nombreuses étndggo ont montré que suite a un traitement
avec des agonistes des LXRs, les souris présentent une accumulation massive de triglycérides
dans le foie et une augmentation des taux plasmatiques en triglycérides dues a I'induction de
I'expression hépatigue de SREBP1c qui induit a son tour I'expression de génes impliqués
dans la synthese d’acides gras (Repa et al., 2000a; Schultz et al., 2000). En plus d’induire un
effet lipogénique, les agonistes des LXR pourraient également étre responsables de
'augmentation des taux de LDL-cholestérol chez les espéces possédant la CETP (Groot et al.,
2005).

Il a été observé qu’un traitement avec un agoniste possédant la méme puissance pour

les deux isoformes du LXR (LX&R et LXRB) augmente les taux plasmatiques de HDL-
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cholestérol et la concentration hépatique en triglycérides chez des souris sauvages alors que
chez des souris déficientes pour le LoKBeule 'augmentation des taux de HDL plasmatiques

est observable (Lund et al., 2006). Ces résultats suggerent donc que I'activationgledtXR
suffisante pour induire 'augmentation des taux de HDL plasmatiques chez la souris, alors que
'augmentation de la concentration hépatique en triglycérides nécessite I'activation du LXR
Dans cette méme étude, I'agoniste du LXR est également capable de stimuler I'efflux de
cholestérol chez les souris déficientes pour le tXRund et al., 2006). De plus, Bradlely

al ont montré qu’un traitement avec un agoniste des LXRs chez des souris invalidées pour
I'apoE et le LXRx entraine une diminution du développement de I'athérosclérose, suggérant
donc que l'activation du LXRest suffisante pour induire un effet athéroprotecteur (Bradley

et al., 2007). Ainsi, un agoniste spécifique du I3XPourrait donc augmenter les taux de
HDL-cholestérol, stimuler I'efflux du cholestérol a partir des macrophages et diminuer le
développement de l'athérosclérose sans induire une accumulation de triglycérides dans le
foie.

Récemment, il a été démontré qu'un traitement de 11 semaines avec un puissant
activateur stéroidien synthétique du LXR, le N,N-diméthyh$faroxy-cholenamide
(DMHCA), entraine une diminution du développement de l'athérosclérose chez les souris
invalidées pour I'apoE, sans induire une augmentation des concentrations plasmatique et
hépatique en triglycérides. Le DMHCA est capable d’activer sélectivement des genes cibles
du LXR dans certains tissus mais est incapable d’activer les genes impliqués dans la
lipogenése hépatique (Kratzer et al., 2009). Basé sur ces observations, le DMHCA pourrait
étre un bon agent thérapeutique pour le traitement de l'athérosclérose. Bien qu'il ait été
démontré que ce composé augmente 'efflux de cholestérol a partir de macrophégesil
reste a déterminer si ce composé est efficace pour stimuler leirR@Vo (Quinet et al.,

2004). De plus, comme tous les futurs potentiels agonistes du LXR, des études
complémentaires chez des modéles animaux possédant la CETP sont nécessaires pour vérifier

I'absence d'élévation des taux de LDL plasmatiques.

2-2-3-2)_Action au niveau de la captation hépatigue: augmenter le

catabolisme des HDL

Une autre étape du RCT qui serait intéressante de cibler, et qui pour l'instant n'a pas

été explorée comme potentielle cible thérapeutique, est la captation hépatique du cholestérol
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transporté par les HDL. A ce jour, deux voies de captation hépatique des HDL faisant
intervenir des récepteurs distincts ont été mises en évidence:

- la captation sélective du cholestérol transporté par les HDL qui fait intervenir SR-B1
(cf. Chapitre | paragraphe 4-4-1)

- la captation de la particule HDL entiere (holoparticulig) une voie récemment
identifiée dans notre équipe, la voie ecteAH Pase/P2Y; (cf. Chapitre | paragraphe 4-4-2).

SR-B1: potentielle cible thérapeutique

Les travaux de Zhang al ont démontré que I'expression hépatique de SR-B1 a un
effet direct sur le taux de transport retour du cholestérol entre des macrophages chargés en
cholestérol et les feces chez la souris. En effet, il a été observé qu'une surexpression hépatique
de SR-B1 chez la souris induit une augmentation de I'excrétion dans les féces du cholestérol
marqué issu des macrophages et a l'inverse une invalidation de SR-B1 induit une diminution
de ce RCT (Zhang et al., 2005a). De plus, la surexpression hépatique de SR-B1 chez des
souris invalidées pour le LDLR et placées sous réegime athérogene induit une diminution des
plaques d'athérosclérose malgré une diminution des taux plasmatiques de HDL-cholestérol
(Kozarsky et al., 2000). A linverse, des souris invalidées pour SR-B1 au niveau hépatique
placées sous régime athéromateux sont caractérisées par une augmentation du développement
de l'athérosclérose (Huby et al., 2006). Ainsi, SR-B1 parait étre une bonne cible thérapeutique
dans le traitement de l'athérosclérose. Cependant, comme souligné dans le chapitre I, son

implication physiologique chez 'homme reste a démontrer.

La voie ecto-k-ATPase/P2Y;
La voie ecto-l~FATPase/P2Ys, décrite dans le chapitre | (cf. paragraphe 4-4-2), qui

est responsable de la captation de particules HDL entieres par les hépatocytes fait intervenir
différents acteurs: I'ectorfATPase, le récepteur purinergique R2¥t le site de liaison de

basse affinité d'identité encore inconnue. Ces différents acteurs pourraient constituer de
potentielles cibles thérapeutiques dans le traitement de l'athérosclérose. En particulier, le
récepteur P2¥; apparait comme une cible thérapeutique intéressante suite a nos travaux,
présentés dans le chapitre Il (Article 2), qui montrent son implication physiologique dans le
RCT invivo.
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1) ARTICLE 1:
Mise en évidence d'une activité ecto-adénylate kinase régulant la voie ectp-F

ATPase/P2Y;; d'endocytose des HDL par les hépatocytes humains

1-1) Introduction

Un des principaux roles athéroprotecteurs des HDL est attribué a la capacité de ces
lipoprotéines a épurer les cellules des tissus périphériques de leur exces de cholestérol pour
ramener celui-ci au foie, ou il sera élimiié les voies biliaires, réduisant ainsi 'importance
et la fréquence des lésions athéromateuses. Nous avons précédemment décrit que ce processus
appelé "transport retour du cholestérol" est l'une des principales voies d'élimination du
cholestérol dans I'organisme. La captation hépatique du cholestérol des HDL constitue I'une
des dernieres étapes de ce processus et pourrait &tre une cible intéressante pour le traitement
de I'athérosclérose.

Récemment, I'équipe a mis en évidence sur des hépatocytes humains, une nouvelle
voie d’internalisation des HDL dans laquelle la liaison de I'apoA-I sur une goddFase
entraine la formation d’ADP suite a I'hydrolyse de 'ATP extracellulaire par ce complexe
enzymatique de surface. L’ADP produit active alors le récepteur purinergique, B8Yqui
entraine une cascade de signalisation permattdie I'endocytose des HDUia des sites de
liaison de basse affinité (cf. Chapitre | paragraphe 4-4-2).

L'activité ATP hydrolase ainsi que I'endocytose des HDL par les hépatocytes humains
sont stimulées par I'apoA-l et inhibées par (|'llEn inhibiteur naturel de l'activité ATP
hydrolase de I'ATP synthase mitochondriale. L’ADP, produit de I'egté-HPase,
contrairement a I'ATP, est capable a lui seul de stimuler I'internalisation des HDL par les
hépatocytes au méme titre que I'apoA-I. L’addition dans le milieu extracellulaire de I'apyrase,
une enzyme qui mime l'activité d’ecto-nucléotidases en dégradant 'ADP et 'ATP, entraine
une inhibition de [linternalisation des HDL par les hépatocytes, démontrant ainsi la
dépendance de cette voie pour les taux extracellulaires d’ADP et suggérant que I'ATP
extracellulaire n'est pas un facteur limitant pour cette voie. Le métabolisme des adénosines-
5'-di et tri phosphate dans le milieu extracellulaire des hépatocytes est donc essentiel dans la
régulation de la voie d’endocytose des HDL activée par I'ectdIPase.

Dans cette étude, nous nous sommes donc intéressés a la régulation du métabolisme
nucléotidique a la surface des hépatocytes humains, et plus précisément a deux activités
enzymatiques responsables de la conversion de nucléotides: la Nucléoside DiPhosphoKinase
(NDPK) et I'Adénylate Kinase (AK).
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La NDPK catalyse le transfert dgphosphate d’un trinucléotide sur un dinucléotide
(par exemple : ADP + NTR- ATP + NDP) et I'AK forme de 'ATP a partir de deux
molécules d’ADP (2ADP- ATP + AMP). Les activités de ces deux enzymes ont été
observées a la surface de nombreux types cellulaires comme les kératinocytes humains
(Burrell et al.,, 2005), les cellules endothéliales HUVEC (Yegutkin et al., 2001), les
ostéoblastes (Buckley et al., 2003), mais n'ont jamais été étudiées a la surface des
hépatocytes. Leur présence a la surface des hépatocytes humains pourrait réguler la voie ecto-
F1-ATPase/P2Y; d'endocytose des HDL en produisant ou en consommant |'ADP
extracellulaire.

L'objectif de cette étude a donc été d’étudier I'expression et I'activité a la surface
cellulaire d’hépatocytes humains (HepGlignée cellulaire dérivée d’hépatocarcinome
humain et hépatocytes en culture primaire) de ces deux enzymes, NDPK et AK, et d’étudier

leur action sur I'endocytose des HDL par ces modeles cellulaires.
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1-2) Article 1
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D/ALd-1-DIOCKINE dIDedy  0Or SE-oitdd=-1 S1IRINA
on Hep(, cells could modify the basal or ADP-induced
HDL uptake by HepG, cells [1, and our unpublished
data]. Thus, it is more lilely that the final step of this
pathway, i.e. uptake of the holo-HDL particles, occurs
through an HDL low-affinity receptor other than SR-
BI/Cla-1 (Fig. 7). This 1s consistent with other data sug-
gesting that the selective lipid uptake, which is one of
the main features displayed by SR-BI [34], does not re-
quire HDL endocytosis [35, 36] and that the amount of
HDL trafficking through the SR-BI-dependent retroen-
docytic pool is too small to support the SR-BI-mediated
selective lipid uptake [37].

In conclusion, this study provides new insights into the
F|-ATPase/P2Y,;-mediated HDL endocytosis pathway
by showing that modulation of the extracellular ADP
level through ecto-AK and ecto-F,-ATPase activities is
a potential target for reverse cholesterol transport regula-
tion. This opens up new strategies for the design of dags
able to increase HDL -cholesterol clearance for enhanced
atheroprotective effects.
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1-3) Un_ABC transporteur pourrait étre responsable de ['activité adénylate

kinase a la surface des hépatocytes

Les résultats présentés ci-dessus indiquent qu'une activité AK a la surface des
hépatocytes est capable de réguler constitutivement et négativement I'endocytose des HDL
par les hépatocytes en consommant '’ADP extracellulaire généré par liesiiPase. Ainsi,
I'identification de I'enzyme responsable de cette activité AK, qui pourrait constituer une
nouvelle cible thérapeutique pour la régulation du transport retour du cholestérol, constitue
donc une perspective de recherche intéressante.

Six isoformes classiques d’adénylate kinase (AK1-6) sont connues et leurs activités
ont été observées dans différents tissus et dans différents compartiments cellulaires
(cytoplasme, espace intermembranaire mitochondrial, matrice mitochondriale et noyau)
(Noma, 2005). Aucune activité de I'une de ces 6 isoformes n’a été observée au niveau de la
membrane plasmique. Cependant, il a été montré qu'une nouvelle isoforme de I'AK1
cytosolique, AK1f est principalement localisée au niveau de la manmebplasmique de
différents modeles cellulaires (murins et humains). Cette Aéfbranaire differe de 'AK1
cytoplasmique par l'ajout de 18 acides aminés dans sa partie N-terminale qui lui permet de se
lier a la bicouche lipidique (Collavin et al., 1999; Ruan et al., 2002). Il a été également
démontré que les domaines de liaison des nucléotides (NBD domains) du CFTR (Cystic
Fibrosis Transmembrane conductance Regulator), un ABC transporteur présent au niveau de
la membrane plasmique, sont capables de cataigisatro I'activité AK en plus de leur
activité ATPasique (Ramjeesingh et al., 2008; Randak and Welsh, 2003). Nous avons donc
voulu vérifier si 'activité AK en surface des hépatocytes est la résultante de l'activité d'un
ABC transporteur.

Pour cela, nous avons traité les cellules Hep&hdant 10 minutes avant I'ajout de
I’ADP dans le milieu extracellulaire, avec un inhibiteur des ABC transporteurs classiquement
utilisé, le glyburide, a différentes concentrations (100uM, 1mM). Ce traitement a conduit a
une forte diminution de la quantité d’ATP présent dans le milieu extracellulaire en réponse a
'ADP (Figure 24). Cette inhibition de la conversion de I'ADP en ATP est similaire a celle
induite par le prétraitement des cellules avec I'Ap5A, linhibiteur de Il'activité AK. Ces
résultats suggerent que I'activité AK pourrait correspondre a I'activité d’'un ABC transporteur
présent a la surface des hépatocytes.

Le LXR étant un récepteur nucléaire capable d’induire la transcription de différents
ABC transporteurs, nous avons donc testé I'effet d’'un agoniste du LXR, le GW3965 (Collins

et al., 2002), sur la conversion de 'ADP en ATP. Nous avons observé, apres traitement des

- 140 -



CHAPITRE Il ; Résultats expérimentaux et Perspectives

cellules avec le GW3965 (10uM) pendant 24h, une augmentation de la conversion de 'ADP
en ATP. Cette augmentation, bien que non significative, est totalement inhibée par le
traitement des cellules avec I'Ap5&Figure 24). Ceci renforce donc I'’hypothese que

l'activité AK a la surface des hépatocytes pourrait étre la résultante de I'activité d’'un ABC

transporteur.

Figure 24: Activité adénylate kinase catalysée par un ABC transporteur a la surface des
cellules HepG

Une heure aprés le changement du milieu de culture, les cellules, ldepCprétraitées ou

non avec le glyburide (100uM, 1mM) ou 'Ap5A (10uM) pendant 10 minutes. A la fin de
I'incubation, '’ADP (10uM) est ajouté. Le milieu de culture est récupéré 30 secondes apres et
la concentration extracellulaire en ATP est déterminée par bioluminescence. Le glyburide est
dilué dans du DMSO puis dans le milieu d’'incubation, la concentration en DMSO n’excédant
pas 1%. Un contr6le avec du DMSO (1/100) a été effectué.

Pour les expériences avec lI'agoniste du LXR, les cellules sont prétraitées ou non 24h avec le
GW3965 (10uM).

Les résultats exprimés en pmol d’ATP/mg de protéines cellulaires correspondent a la
moyenne técart type (n=3) et sont représentatifs de 3 expériences indépendantes. * : p < 0,05

1-4) Conclusion

Ce travail a permis de mettre en évidence pour la premiére fois la présence de deux
activités enzymatiques, AK et NDPK, a la surface des hépatocytes humains (cellules HepG
et hépatocytes humains primaires). En controlant les taux d’ADP et d’ATP extracellulaires,
ces deux activités contribuent a la régulation de la voie d’endocytose des HDL dépendante de
I'activation du récepteur P2¥ par 'ADP produit par I'ecto-FATPase. Contrairement a
I'activite  AK qui régule constitutivement (c'est-a-dire sans apport de nucléotides) et

négativement I'endocytose des HDL en consommant ’ADP produit par I'eeAdPase,
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I'activité NDPK a un effet sur cette endocytose seulement en présence d’'un apport exogene
de nucléotides.

L’activité AK, en régulant naturellement I'endocytose des HDL par les hépatocytes,
endocytose dépendante de I'ecteATPase et du récepteur PRYposséde donc un grand
intérét pour les études de la régulation de la derniére étape de la voie de transport retour du
cholestérol. La connaissance de l'identité de I'enzyme responsable de cette activité AK a la
surface des hépatocytes est donc une perspective de recherche intéressante. Les résultats
préliminaires avec le glyburide ou le GW3965 suggerent I'implication d’'un ABC transporteur
dans l'activité AK. Des expériences complémentaires sont toutefois nécessaires pour
confirmer cette hypothése (cf. Perspectives 4-1-1).

De plus ces travaux nous ont permis de confirmer que I'eedd-FPase présente a la
surface des hépatocytes n'a pas la capacité de synthétiser de I'ATP a partir d'ADP a la surface

des hépatocytes.

- 142 -



CHAPITRE Il ; Résultats expérimentaux et Perspectives

2) ARTICLE 2 :

Importance physiologigue du récepteur P2Ys dans le transport retour du cholestérol

2-1) Introduction

Le récepteur P2) est un élément clé de la voie d’endocytose hépatique des particules
HDL entieres. Dans cette voie, la liaison de I'apoA-l sur l'egtéhFPase stimule la
production d’ADP extracellulaire qui va induire I'endocytose des particules HDL entieres
suite a I'activation du récepteur PRYLe role de P2Y; dans cette voie d’endocytose des
HDL a été démontré dans différents modeles d’hépatocytes humains en culiusguesur
des foies perfusés de souris (Jacquet et al., 2005). Les informations sur son rdle physiologique
sont aujourd’hui inexistantes. La captation hépatique des HDL constituant I'une des dernieres
étapes de la voie de transport retour du cholestérol, nous nous sommes donc intéressés a
I'étude de I'implication physiologiquin vivo du récepteur P2Y¥ dans le transport retour du
cholestérol chez la souris.

Pour cette étude, nous disposons d’'un modele murin invalidé pour le réceptesr P2Y
qui a été développé dans les équipes du Professeur B. Robaye et de JM. Boeynaems
(Université libre de Bruxelles) avec qui nous avons collaboré. De plus, nous disposons
également d’'un agoniste partiel du récepteur B2NVAR-C69931MX, également appelé
Cangrelor. Sur des hépatocytes humains ainsimgeu sur des foies perfusés de souris, il a
été montré qu’'un traitement avec le Cangrelor stimule I'endocytose des HDL au méme titre
que I'apoA-I.

Pour I'étude de l'implication physiologique du récepteur B2dans le transport
retour du cholestérol, nous avons analyseé les effets d’une activation et/ou de I'invalidation de
P2Y13sur différentes étapes du transport retour du cholestérol :

- la captation hépatique des HDL par des expériences de perfusion de foie de souris et
sur des hépatocytes primaires murins

- les HDL étant la source essentielle de cholestérol éliminé dans la bile sous forme de
cholestérol libre ou d’acides biliaires (cf. Chapitre |, paragraphe 4-5), les sécrétions biliaires
en cholestérol et acides biliaires ont été analysées par des expériences de canulations biliaires.
De plus, nous avons utilisé la technique développée par le Pr. Rader qui consiste a injecter a
'animal en intrapéritonéal des macrophages préalablement chargés en cholestérol
radiomarqué et a suivre le devenir de ce cholestérol au niveau du plasma, du foie et des féces.

Par cette technique, le transport retour du cholestérol est suivi de son initiation (efflux au
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niveau des macrophages) jusqu’a sa finalité (I'excrétion du cholestérol dans les feces) (Zhang
et al., 2003).
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2-2) Article 2
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Table $1. PCR primers

Sequence (5'--3")

P2Y ;3 (1) CAGACTTGATAATGGCAC

P2Y; (2) TCAGAATAAACACAGCCC

Neo (3) CCGGAACCCTTAATATAACTICG
Neo (4) CAAGCTGATCCTCTAGTCGAGCC
HPRT F CCTGCTGGATTACATTAAAGCACTG
HPRT R GTCAAGGGCATATCCAACAACAAAC
genl (a) ATCCCCAGCAATTCCACCT

gen? (b) CCTGCTGTCCTTACTCCTAAACTIC
gend (¢) GGCTCGACTAGAGGATCAGCTTG

L

ot

Table 52. Real-time PCR primers

Gene Accession Number Forward Primer Reverse Primer

HPRT MM_013556 TGG GAG GCC ATC ACATIGT TCC AGC AGG TCA GCA AAG AA

TBP MIM_003194 TGCACAGGAGCCAAGAGTGAA CACATCACAGCTCCCCACCA

ATP5B NM_0168774 AGGGATCGATCACCTCGGTG TCAGGTCATCAGCAGGCACA

SCARB MM_016741 CGC CGACCCTGTGTTGTC GGA TGT CTA GGA ACA AGG AAT GCT
LOLR MM_010700 GCATCAGCTTGGACAAGGTGT GGGAACAGCCACCATIGTTG

ABCA1 MM_013454 ATC GTGTCTCGC CTGTTC TCA GTC CTT AAT GCT GGTATCTCTTIG G
ABCG1 MIM_009593 TCTGAGGGATCTGGGTCTGAA CCCCTGATGCCACTTCCAT

APOA1 NI 009692 TCC TCC TTG GGC CAA CAG TGA CTA ACG GTT GAA CCC AGA GT
CYPTA1 MIM_007824 CAGGGAGATGCTCTGTGTTCA AGGCATACATCCCTTCCGTGA
CYP2TA1 NIM_024264 GCCTTGCACAAGGAAGTGACT CGCAGGGTCTCCTTAATCACA

CYPEB1 MM_010012 AAGGCTGGCTTCCTGAGCTT AACAGCTCATCGGCCTCATC

ABCGS MIM_031884 TGGCCCTGC TCA GCATCT ATTTTTAAAGGAATGGCATCTCTT
ABCG8 NIM_026180 CCGTCGTCAGATTTCCAATGA GGCTTCCGACCCATGAATG

ABCB11 NM_021022 TGAAGCTACATCTGCCTTAGACACA CCGACCCTCTCTGGCTTTG

SLC10A1T /I NTCP NM_011387 ATGACCACCTGCTCCAGCTT GCCTTTGTAGGGCACCTTGT
SLCO1A2/ OATP NM_013797 CAGTCTTACGAGTGTGCTCCAGAT ATGAGGAATACTGCCTCTGAAGTG
HMGCR MNIM_008255 CCGGCAACAACAAGATCTGTG ATGTACAGGATGGCGATGCA

SREBP2 NM_033218 CTGCAGCCTCAAGTGCAAAG CAGTGTGCCATTGGCTGTCT
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2-3) Conclusion

Ces travaux ont permis de mettre en évidence pour la premiére fois l'implication
physiologique du récepteur PZYdans le transport retour du cholestémolvivo chez la
souris.

En effet, l'invalidation de P2Y¥ induit une diminution du transport retour du
cholestérol a partir de macrophages chez la souris. Cette diminution est la résultante d'une
diminution de la captation hépatique des particules HDL entieres qui se traduit par une
diminution des sécrétions biliaires en cholestérol et phospholipides. Les sécrétions en acides
biliaires sont également diminuées chez les souris invalidées pous P2k de facon non
significative. A l'inverse, un traitement avec le Cangrelor, l'agoniste partiel du récepteur
P2Y13, induit une augmentation de la captation hépatique de particules HDL entieres et une
augmentation des sécrétions biliaires en cholestérol, acides biliaires et phospholipides chez
des souris C57BL/6 et chez les souris invalidées pour SR-B1 au niveau hépatique. Par contre,
aucun effet du Cangrelor n'est observé chez les souris invalidées pour R, ces
résultats démontrent donc que le récepteur :P2%t impliqué dans la derniere étape du
transport retour du cholestérol et qu'une activation du récepteuss P2t induire une
augmentation de I'élimination hépatobiliaire du cholestérol indépendamment de SR-B1. Ainsi,
si P2Y;3 possede le méme réle chez I'homme, son activation pourrait constituer une stratégie
intéressante pour stimuler le RCT.

De facon intéressante, les souris invalidées pounf@ésentent un profil lipidique
plasmatique similaire a des souris sauvages et une diminution de I'expression hépatique des
ARN messagers d'ABCA1 et ABCG1, deux protéines impliguées dans la biogenése des HDL.
Ces résultats suggerent donc que le catabolisme des HDL ainsi que la biogenése des HDL
sont diminués chez les souris invalidées pourR28ependant, des études complémentaires
sont nécessaires pour vérifier que linvalidation de RB2viduit une diminution de la

biogenése des HDL (cf. Perspectives 4-2-1).
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3) Implication du récepteur P2Y;3 dans le développement de I'athérosclérose

3-1) Introduction

Comme nous venons de le voir, le récepteur R2%t impliqué dans le transport
retour du cholestérol. Dans la continuité de ce travail, nous avons voulu étudier I'implication
de ce récepteur dans le développement de I'athérosclérose. Les souris invalidées ppur P2Y
présentent une diminution du transport retour du cholestérol des macrophages vers les feces
qui est la résultante d'une diminution de la captation hépatique des HDL et d'une diminution
des sécrétions biliaires en cholestérol et acides biliaires. Ces résultats laissent présager un réle
athéroprotecteur de P2Y En effet, les souris invalidées pour SR-B1 au niveau hépatique
présentent une diminution des sécrétions biliaires en cholestérol et une diminution de la
captation sélective du cholestérol ester transporté par les HDL, se traduisant par une
diminution du transport retour du cholestérol des macrophages vers les féces. De plus, ces
souris développent des plaques d’athéroclérose de taille plus importante par rapport a des
souris sauvages lorsqu’elles sont placées sous régime athéromateux ou lorsqu'elles sont
croisées avec des souris invalidées pour I'apoE ou le LDLR (Huby et al., 2006; Kozarsky et
al., 2000; Trigatti et al., 1999; Zhang et al., 2005a).

Cependant, contrairement aux souris invalidées pour SR-B1, les souris invalidées pour
P2Y13 ne présentent pas de modifications du profil plasmatique en cholestérol et HDL-
cholestérol,ce qui laisse penser que la voie ecteAFPase/P2Y; est, chez la souris,
quantitativement moins importante que la voie SR-B1 (cf. article 2, Tableau 1) (Huby et al.,
2006). Nous avons donc voulu déterminer quelles pouvaient étre les conséquences d'un tel
phénotype sur le développement de I'athérosclérose.

Les souris C57BL/6 peuvent présenter une initiation du développement de
I'athérosclérose, lorsqu’elles sont placées sous un régime athéromateux (enrichi en
cholestérol et graisses) sur une longue durée de 3 mois (Chiba et al., 2002). Ainsi, pour
étudier I'effet de l'invalidation de P2Y¥ sur le développement de I'athérosclérose, nous avons
donc placé les souris invalidées pour R2¥ous régime enrichi en cholestérol (1.25%) et
graisses (6%) pendant 16 semaines. De plus, nous avons croisé les souris invalidées pour
P2Y13 avec des souris invalidées pour l'apoE qui sont fortement susceptibles a
I’athérosclérose.
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3-2) Matériels et Méthodes

Expérimentation animale

Les croisements et la stabulation des souris ont été réalisés au sein de I'animalerie de
I'IFR30 (Toulouse, Purpan). A I'age de 8 semaines, les souris ont été placées sous un régime
hypercholestérolémiant (High Cholesterol Diet, HCD: 1.25% cholestérol, 6% graisse ; cf.
Annexe 2: composition détaillée). Apres 16 semaines de régime, les souris ont été sacrifiées
aprés 3 heures de jelne. Le sang et le coeur des souris ont été prélevés pour réaliser les
dosages plasmatiques et les coupes histologiques au niveau du sinus aortique.

Les souris invalidées pour I'apoE et R2¥nt été nourries avec un régime classique et
sacrifiées a I'age de 15 semaines apres un jelne de 3 heures. Au cours du sacrifice, le sang et

le coeur ont été prélevés.

Dosage des lipides plasmatiques

Le sang de chaque animal est collecté en présence d’héparine (10% du volume
sanguin) et centrifugé a 4500 rpm pour récupérer le plasma. Les HDL sont séparées des autres
lipoprotéines plasmatiques (LDL et VLDL) par la technique de précipitation du
phosphotungstate/Mg&(Biolabo). Le cholestérol des HDL ainsi que le cholestérol total sont
dosgs par la méthode enzymatique CHOD-PAD adaptée aux micro-mesures (Biolabo) et
I'absorbance est mesurée a 480nm. Les triglycérides sont dosés par la méthode enzymatique
GPO-PAP (Biolabo).

Analyse des plaques d’athérome

Les coeurs ont été récupéres et placés dans du PBS a 4°C pendant 24h. lls ont ensuite
été inclus dans du gel de protection des tissus et congelés a —80°C. Des coupes de sinus
aortique de 10 um d’épaisseur sont réalisées et montées sur lames a raison de 5 coupes par
lame et 10 lames par cceur. Pour chaque cceur, deux lames sont colorées a I'huile rouge (0.5%
«red oil » dans de l'isopropanol) pendant 10 minutes. Les noyaux sont ensuite colorés a
I’'hématoxyline. La taille des lésions d’athérosclérose est quantifiée a I'aide du logiciel Leica
Q Win.
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3-3) Résultats

3-3-1) Implication de P2Y; dans le développement de I'athérosclérose en

conditions de régime hypercholestérolémiant (HCD)

A B
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Figure 25 : Effet de l'invalidation de P2Y;3 sur le développement de I'athérosclérose en
conditions de régime hypercholestérolémiant

A) Concentrations plasmatiques en cholestérol, HDL-cholestérol et triglycérides apres 16
semaines de régime.

B') Taille des plaques d’athérosclérose au niveau du sinus aortique aprés 16 semaines de
régime

A l'age de 8 semaines, des souris males C57BL/6 ou invalidées pour le récepteur
P2Y13 ont été placées sous un régime HCD (1.25% cholestérol, 6% graisse) au cours duquel
la prise de poids et de nourriture a été contrblée. La prise de poids et de nourriture est
similaire entre les deux groupes de souris au cours des 16 semaines de régime.

Apres 16 semaines de régime HCD, les souris invalidées pour le réceptagr P2Y
présentent une augmentation des concentrations plasmatiques en cholestérol total, en HDL-
cholestérol et triglycérides en comparaison avec des souris sauvages (Figure 25 A)

De plus, les souris invalidées pour R2)résentent une augmentation de l'initiation
du développement de I'athérosclérose en comparaison a des souris sauvages. En effet, 4
souris invalidées pour P2¥ sur 5 présentent une initiation du développement de
I'athérosclérose alors que seulement une souris sauvage sur 5 présente une initiation de
plaque (Figure 25 B)

Ces résultats traduisent donc limportance de R2¥ans le métabolisme du

cholestérol et dans l'initiation du développement de I'athérosclérose.
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3-3-2) Effet de [linvalidation de P2Y,; sur le développement de

I'athérosclérose chez des souris invalidées pour I'apoE

A Male B Femelle
4 = 4 1
T [ ApoE-/- P2Y j4+/+ n=6 ] ApoE -I- P2Y y5+/+ n=4
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Figure 26: Effet de l'invalidation de P2Yi3 chez les souris invalidées pour I'apoE sur le
développement de I'athérosclérose

A et B : Concentrations plasmatiques en cholestérol, HDL-cholestérol et triglycérides a I'age
de 15 semaines (A : male, B : femelle).

C : Taille des plagues d’athérosclérose au niveau du sinus aortique a I'adge de 15 semaines
D : Photographies de coupes histologiques du sinus aortique colorées a I'huile rouge

A l'age de 15 semaines, les souris invalidées pour I'apoE eisRZ¥sentent des
concentrations plasmatiques en cholestérol, HDL-cholestérol et triglycérides similaires a des
souris uniguement invalidées pour I'ap@Hgure 26 A et B) Cependant, malgré un profil
plasmatique similaire, les souris invalidées pour I'apoE etiPP¥ésentent des plaques
d’athérosclérose de taille supérieure par rapport aux souris uniquement invalidées pour I'apoE
(Figure 26 C et D)

Ces resultats démontrent l'implication de PR2Ydans le développement de

I'athérosclérose sans que celui-ci ne perturbe les profils lipidiques plasmatiques.
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3-4) Conclusion

Ces travaux préliminaires suggerent que le récepteursPext impliqué dans le
développement de I'athérosclérose.

Chez les souris invalidées pour R2Yun régime HCD de 16 semaines induit une
augmentation de l'initiation du développement de l'athérosclérose par rapport aux souris
sauvages. Le régime HCD induit une augmentation des concentrations plasmatiques en
cholestérol total, HDL-cholestérol et triglycérides chez les souris;f#2)¥ar rapport aux
souris sauvagesgFigure 25 A) alors qu'aucune différence de profil lipidique plasmatique
n‘apparaissait sous régime norrfeiow diet, Article 2 Tableau 1) Il est possible que les
éventuels mécanismes de compensation mis en place pour maintenir une cholestérolémie
normale sous régime "chow diet" (c'est-a-dire diminution de [I'expression hépatique
d’ABCA1/G1, cf. Article 2, Tableau 2) soient inexistants ou insuffisants en conditions de
stress hypercholestérolémique pour maintenir des taux de lipides plasmatiques identiques aux
souris sauvages. Bien que les taux de HDL-cholestérol soient plus élevés chez les souris
P2Y:s" sous régime HCD, ces souris sont davantage susceptibles & I'athérosclérose par
rapport aux souris sauvages. Ainsi, de facon identique aux modéles animaux établis avec SR-
B1 (Huby et al., 2006; Kozarsky et al., 2000; Trigatti et al., 1999), cette étude va a I'encontre
du dogme qui veut que les taux plasmatiques de HDL soient inversement corrélés avec
l'incidence des maladies cardiovasculaires. Ces travaux soutiennent donc lidée qu’une
stimulation du transport retour du cholestérol en augmentant la captation des HDL par le foie
pourrait étre une nouvelle stratégie thérapeutique pour la prévention et le traitement de
I'athérosclérose.

L’invalidation de P2Y3 chez des souris invalidées pour I'apoE, confirme lI'implication
de P2Y13 dans le développement de l'athérosclérose. En effet, les souris invalidées pour
P2Y13 et 'apoE (males et femelles) présentent des lésions d’athérosclérose de taille plus
importante que des souris uniquement invalidées pour I'apoE. Des études complémentaires
sont en cours sur ce dernier modeéle afin de vérifier que le phénotype obtenu est bien corrélé a

une diminution du RCT (cf. Perspectives 4-2-2).
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4) Perspectives générales

La voie ecto-FATPase/P2Y; est une nouvelle voie d'endocytose hépatique des HDL.
Nos travaux ont permis de mettre en évidence a la surface des hépatocytes humains une
activité adénylate kinase qui régule constitutivement et négativement I'endocytose des HDL
dépendante de l'ecta-RTPase et de P2¥. Nous avons également démontré I'implication
physiologique du récepteur P2¥dans le processus de transport retour du cholestévio
chez la souris. Des résultats préliminaires suggerent également que le récepigjoue2xn
réle protecteur dans le développement de I'athérosclérose. Ces résultats ouvrent de
nombreuses perspectives de recherche qui permettront de mieux comprendre les mécanismes
moléculaires impliqués dans cette voie et leurs régulations et de valider un certain nombre de

cibles thérapeutiques pour le traitement de I'athérosclérose.

4-1) Voie ecto--ATPase/P2Yi3: mécanismes moléculaires et régulations

4-1-1) Caractérisation de la protéine _a_activité _adénylate kinase a la

surface des hépatocytes

L’activité AK (2ADP > ATP + AMP) que nous avons mis en évidence a la cairfa
des hépatocytes régule de facon constitutive et négativement I'endocytose des HDL en
consommant I’ADP généré par I'ecte-ATPase (cf. Chapitre Ill, Article 1).

Les ABC transporteurs sont des candidats potentiels pour cette activité AK de surface
cellulaire. En effet, les domaines de liaison des nucléotides (NBD domains) du CFTR, un
ABC transporteur présent au niveau de la membrane plasmique, sont capables de icatalyser
vitro l'activité AK (Ramjeesingh et al., 2008; Randak and Welsh, 2003). De méme, un autre
membre de la famille ABCRad50, qui est étroitement associé avec exgeendonucléase
Mrell, posséde non seulement une activité ATP hydrolase mais également une activité AK
(Bhaskara et al., 2007).

Nos résultats préliminaires avec le glyburide, un inhibiteur des ABC transporteur, et
avec l'agoniste du LXR connu pour induire une augmentation de la transcription de différents
ABC transporteurs, suggerent que l'activité AK a la surface des hépatocytes pourrait étre la
résultante de l'activité d'un ABC transporteur. Cependant, le glyburide est un inhibiteur peu
spécifiqgue capable d’inhiber également des canaux potassiques ATP dépendant (Niki et al.,
1990), et le GW3965 peut induire l'expression de protéines difféerentes des ABC
transporteurs. Des expériences complémentaires sont donc nécessaires pour déterminer si

I'activité AK correspond réellement a l'activité d’'un ABC transporteur. Nous pourrions
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notamment vérifier que l'augmentation de l'activité AK observée aprés un traitement au
GW3965 peut étre inhibée par le glyburide.

Différents ABC transporteurs sont exprimeés a la surface des hépatocytes dont certains
jouent un role important au niveau de la membrane basolatérale dans le métabolisme du
cholestérol et pourraient donc étre responsables de cette activité AK. Parmi ces ABC
transporteurs, ABCAL et ABCGL1, en particulier, sont impliqués dans la biogenése des HDL
et leur expression est régulée par LXR. Des expériences de quantification des nucléotides
extracellulaires sur des hépatocytes humains transfectés avec un vecteur exprimant le sShRNA
(short hairpin RNA) de ABCA1 ou ABCGL1 seront nécessaires pour étudier I'implication de
I'un de ces ABC transporteurs dans l'activité AK. Toutefois, nous ne pouvons pas exclure que
cette activité soit due a un autre ABC transporteur.

Une isoforme d'AK, 'AKB, a été localisée a la membrane plasmique de dit&ere
types cellulairegCollavin et al., 1999; Ruan et al., 2002). Nous sageons donc de vérifier
sa présence au niveau de la membrane plasmique d'hépatocytes humains ainsi que son

implication dans l'internalisation des HDL.

4-1-2) Adressage de la;FATPase a la membrane plasmigue

Divers travaux, dont ceux de notre équipe, ont démontré la présence de plusieurs sous-
unités de la FATPase au niveau de la membrane plasmique de différents modeles cellulaires
(hépatocytes, kératinocytes, ostéoblastes, cellules endothéliales...) (cf. Chapitre |, paragraphe
4-4-2-2). Ces résultats sont surprenants puisque I'ATP synthase est connue comme étant un
complexe protéique majeur du feuillet interne de la mitochondrie. Il est important de noter

que la F-ATPase a la surface de différents modeles cellulaires est fonctionnelle, du moins en

termes d’activité ATPase, suggérant que la structure globale de I'enzyme est proche de celle
de la mitochondrie.

La plupart des sous-unités de I'ATP synthase mitochondriale sont codées par le
génome nucléaire et possedent un peptide signal d'import a la mitochondrie. Une des
hypothéses pour expliquer I'adressage de sous-unités de I'ATP synthase a la surface cellulaire
pourrait étre que ces sous-unités soient directement adressées a la membrane plasmique grace
a un peptide signal différent du peptide signal d'import mitochondrial. Cependant, au vu du
nombre important de sous-unités de I'ATP synthase et de protéines mitochondriales présentent
a la surface cellulaire, cette hypothése parait peu probable. De ce fait, I'nypothése mise en

avant dans notre équipe est la présence d'un transport vésiculaire entre la mitochondrie et la
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membrane plasmique qui participerait a l'adressage deAdFase a la surface cellulaire.
L'existence de vésicules d'origine mitochondriale et de nouvelles voies de transport au départ
de la mitochondrie est de plus en plus documentée dans la littérature. Une nouvelle protéine
MAPL (Mitochondria-Anchored Protein Ligase) a d'ailleurs été récemment caractéerisée dans
des vésicules d'origine mitochondriale impliquées dans une nouvelle voie de transport
intracellulaire allant des mitochondries vers le péroxisome (Neuspiel et al., 2008).

Dans la mitochondrie, I'ATP synthase est localisée dans la membrane interne et est
particulierement enrichie dans des domaines spécialisés appelés "sites de contact" constitués
de membrane externe intacte associée avec de la membrane interne altérée (Hoppel et al.,
2002). De facon intéressante, les "sites de contact” participent aux processus de fusion et
fission mitochondriale impliqués dans la dynamique mitochondriale (Reichert and Neupert,
2002). La dynamique mitochondriale est contrdlée par diverses protéines, parmi lesquelles les
mitofusines et OPAL (Optic atrophy protein 1), des GTPases qui participent aux évenements
de fusion mitochondriale mais également Fisl (Mitochondrial fission 1 protein) et Drpl
(Dynamin-related protein 1) qui régulent les évenements de fusion et de fission (Chen and
Chan, 2005). Ces différentes protéines pourraient donc contribuer a la formation de vésicules
d'origine mitochondriale et a leur fusion avec la membrane plasmique.

Afin d'élucider le mécanisme d'adressage de{ATPase a la surface cellulaire, des
protéines de fusion fluorescentes des difféerentes sous-unités de I'ATP synthase ont été
générées afin de suivre leur dynamique en temps réel par vidéo-microscopie et de mettre en
évidence des populations de vésicules d'origine mitochondriale contenarAT®&se ainsi
qued'éventuels évenements de fusion avec la membrane plasmique.

Afin d'identifier des protéines impliquées dans l'adressage de-AdTHase a la
membrane plasmique, une approche de criblage siRNA a grande échelle pourra étre entreprise
par microscopie confocale a I'aide des protéines de fusion fluorescentes des différentes sous-
unités de I'ATP synthase. Dans un premier temps, l'expression des protéines impliquées dans

la dynamique mitochondriale et dans le transport vésiculaire pourra étre ciblée.

4-1-3) Réqulation de I'expression de la;FATPase en surface cellulaire

Il est bien établi que la voie du LDL récepteur est régulée par les taux de cholestérol
intracellulaire. La FATPase étant impliguée dans la captation des HDL par les hépatocytes,
son expression au niveau de la membrane plasmique pourrait étre également régulée par les

taux cellulaires en cholestérol dans les hépatocytes.

- 161 -



CHAPITRE Il ; Résultats expérimentaux et Perspectives

Trois sources de cholestérol intracellulaire sont susceptibles d’intervenir :

- le cholestérol néosynthétisé via la voie de 'HMG-CoA réductase

- les stocks intracellulaires qui se trouvent majoritairement dans le réticulum endoplasmique

- le cholestérol de la mitochondrie

Au vu de notre hypothese sur l'existence d'un adressage g&TPRse de la mitochondrie

vers la membrane plasmique par la fusion de vésicules d'origine mitochondriale avec la
membrane plasmique, on peut envisager que l'expression a la surface cellulaire;-de la F
ATPase soit régulée par le contenu en cholestérol de la membrane interne mitochondriale.
Cette hypothése est soutenue par le fait que le cholestérol transporté par les HDL sert
préférentiellement a la biosynthése des acides biliaires, qui se déroule en partie dans la
mitochondrie (Botham and Bravo, 1995). En effet, la voie dite « acide » de synthése des
acides biliaires fait intervenir la stérol 27-hydrolase mitochondriale (ou CYP27A1). Dans
cette voie, le transport du cholestérol de la membrane externe a la membrane interne
mitochondriale, qui est pauvre en cholestérol, constitue I'étape limitante (Pandak et al., 2002).
Le contenu en cholestérol de la membrane interne est régulé par la protéine StAR
(Steroidogenic Acute Regulatory) qui transporte le cholestérol de la membrane externe vers la
membrane interne de la mitochondrie (Christenson and Strauss, 2000). Il serait donc
intéressant d'analyser l'effet d'une augmentation du conteclotstérol dans la membrane
interne de la mitochondrie, par surexpression de la protéine StAR par exemple, sur
I'expression de la;FATPase a la surface dégpatocytes. Cette étug@urrait permettre de
mettre en évidence un mécanisme de rétrocontrdle positif de I'élimination du cholestérol dans
lequel le contenu en cholestérol de la membrane interne mitochondriale activerait a la fois la
synthese des acides biliaires par CYP27A1 et I'endocytose des HDL en adressant la F

ATPase a la surface cellulaire (Figure 27)
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Fiqure 27: Mécanisme proposé de rétrocontrble positif de I'élimination biliaire du

cholestérol

Dans le mécanisme hypothétique proposé dans la figure 27, le cholestérol des HDL serait
transporté a la mitochondrie ou il pourrait servir préférentiellement de substrat a CYP27A1, ce qui
pourrait expliquer I'orientation spécifique du cholestérol des HDL vers les voies biliaires (Botham
and Bravo, 1995).

4-2) Voie ecto--ATPase/P2Yset I'athérosclérose

4-2-1) P2Y,; et la biogenése des HDL

Au travers de I'étude des différents genes régulés lors de l'invalidation gg RS

avons pu observer une diminution de I'expression des genes codant pour les protéines ABCA1
et ABCG1 qui sont toutes deux impliquées dans l'efflux du cholestérol cellulaire (cf. Chapitre
[). L'induction de la modulation de I'expression d'’ABCAl et ABCG1 sous-entend que
I'endocytose du cholestérol par la voie ecieAH Pase/P2Y; est qualitativement importante
puisqu’une modulation de celle-ci entraine des adaptations géniques importantes.

Le transporteur ABCAL participe en particulier a I'efflux du cholestérol cellulaire vers

I'apoA-I délipidée et donc a la néo-formation des HDL au niveau hépatique. Nous pouvons
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donc proposer que lors de l'invalidation de PR¥a diminution de la captation hépatique des
HDL pourrait étre compensée par une diminution de la production hépatique desidiDL
ABCAL. Ce mécanisme de compensation permettrait d'expliquer le phénotype des animaux
invalidés pour P2¥; qui présentent une diminution de la captation hépatique des HDL sans
modification des concentrations plasmatiques en HDL-cholestérol (cf. Article 2).

Pour valider cette hypothése, des expériences comparant l'efflux de cholestérol
radiomarqué a partir d’hépatocytes primaires de souris sauvages ou de souris invalidées pour
P2Y13 vers I'apoA-l1 sont nécessaires. Pour confirmer la présence de ce mécanisme de
compensation chez I'homme des expériences similaires pourront étre réalisées a l'aide
d'hépatocytes primaires humains ou de cellules Hép@sfectées avec un shRNA ciblant le
récepteur P2¥.

La régulation de I'expression d'ABCAl et ABCGAa P2Y;3 pourrait étre une
stratégie intéressante pour moduler le transport retour du cholestérol en stimulant la biogenese
des HDL et I'efflux de cholestérol. Il serait donc intéressant de voir si une activation ge P2Y
induit, a l'inverse de son invalidation, une augmentation de I'expression de ces deux
transporteurs de cholestérol. A ce jour, la modulation de I'expression d'’ABCA1 n’est pas
encore utilisée en thérapeutique au vu des effets indésirables des agonistes du LXR tels que
I'hypertriglycéridémie causée principalement par une activation des voies de synthése
hépatique des acides gras et 'augmentation des taux de LDL-cholestérol (cf. Chapitre II,
paragraphe 2-2-3-1). Si l'activation de R2Yinduit une augmentation de |'expression
d'’ABCAL, elle pourrait donc permettre de cibler de maniére spécifique a la fois la captation
hépatique des HDL mais aussi la biogenése des HDL par le foie.

4-2-2) P2Y,3, RCT et développement de l'athérosclérose

Nous avons montré que linvalidation de RP2¥Xhez des souris susceptibles a
I'athérosclérose (ApdB induit une augmentation de la taille des Iésions athéromateuses (cf.
Chapitre Ill, paragraphe 3-3-2). Il est donc important de vérifier que I'effet de;R2Y le
développement de I'athérosclérose est la résultante de son implication dans le RCT. Pour cela,
nous envisageons de réaliser des mesures de flux biliaire et de transport retour du cholestérol
(type "macrophage to feces") chez les animaux doublement invalidés poure®2apoE en

comparaison avec des souris invalidées uniquement pour I'apoE.
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4-2-3) P2Yzet l'inflammation

Comme nous l'avons vu dans le chapitre Il, I'inflammation joue un rdle important dans
le développement de l'athérosclérose. Au niveau de I'espace sous-endothélial, la stimulation
de l'inflammation par les LDLox induit le recrutement et |'activation des macrophages et des
cellules dendritiques en cellules présentatrices d'antigenes qui vont elles-mémes activer des
lymphocytes T qui vont relarguer des cytokines pro-inflammatoires. Ces différents types
cellulaires vont participer a la formation de la plaque en coordonnant leurs actions. Un grand
nombre de récepteurs nucléotidiques est exprimé a la surface de ces cellules et peut jouer un
réle dans le développement de I'athérosclérose (Wang et al., 2004). Par exemple, le récepteur
P2Y11 module l'activation des monocytes et donc la réponse inflammatoire en inhibant la
secrétion de différentes cytokines pro-inflammatoires induites par I'activation des TLRs, et en
augmentant la sécrétion de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 (Kaufmann et al., 2005).
Amisten et al ont montré qu'un polymorphisme du récepteur 226t associé avec une
augmentation du risque d'accidents cardiovasculaires qui pourrait étre la résultante d'une
augmentation des taux de protéine C-réactive qui est un marqueur de l'inflammation (Amisten
et al., 2007). Le récepteur PR¥st également impliqué dans l'inflammation. Il a été montre
gue les macrophages issus de souris invalidées pours PRYrépondent plus a l'effet
potentialisateur de 'UDP sur la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6 et
MIP-2 (Macrophage-Inflammatory Protein-2) (Bar et al., 2008).

Il a eté montré que le récepteur R2¥st lui aussi exprimé a la surface de différentes
cellules du systéme immunitaire (monocytes, cellules dendritiques, lymphocytes T) (Zhang et
al., 2002a). Ainsi, il serait intéressant d'évaluer l'implication du récepteurs PRvYis le
processus d'inflammation au cours du développement de l'athérosclérose. Pour cela, des
transferts de moelle osseuse de souris invalidées seulement pour l'apoE dans des souris
invalidées pour P2¥ et l'apoE préalablement irradiées pourront étre réalisés. Ainsi, le
développement de l'athérosclérose pourra étre comparé entre des souris invalidées totalement
pour P2Y,3 (ApoE” P2Y;57) et des souris exprimant seulement B2 niveau des cellules
du systeme immunitaire. Notamment, différents parametres pourront étre analysés sur des
coupes de sinus aortiques tels que la taille des lésions (coloration a I'huile rouge) et
l'infiltration des macrophages (marquage anti-MOMA-2) et des lymphocytes T (marquage
anti-CD3).
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4-2-4) Effet de I'activation de P2Yssur le RCT et I'athérosclérose

Nous avons observé que l'invalidation de PR¥iduit une diminution de la captation
hépatique des HDL qui se traduit par une diminution de I'élimination biliaire du cholestérol et
du RCT. Nous avons également observé que I'activation du réceptew g22Ye Cangrelor
induit une augmentation de la captation hépatique des HDL et une augmentation de
I’élimination biliaire du cholestérol. Ces résultats suggerent donc qu’une activation ge P2Y
pourait induire une stimulation du RCT. Il serait donc intéressant de veérifier cela par la
méthode développée par le Pr. Rader qui consiste a injecter des macrophages chargés en
cholestérol radiomarqué dans le péritoine des souris et & suivre son élimination dans les féces
pendant 48 heures. Du fait du temps de demi-vie tres court du Cangiglerqnin chez
I'hnomme) (Storey et al.,, 2001), il serait judicieux de placer en sous-cutané des pompes
osmotiques de type Alzet®, qui permettraient sa diffusion de fagcon continu tout le long de
I'expérience.

De plus, les pompes Alzet® offrant la possibilité de traiter I'animal sur des périodes
allant de quelques jours a 2 mois, les effets d’'une activation du réceptew &®R2¥ le
Cangrelor sur le développement de I'athérosclérose pourront également étre étudiés chez des
souris susceptibles a I'athérosclérose (Apatti LDLR™). Au préalable, il faudra vérifier
I'effet du Cangrelor sur la désensibilisation du récepteug2Y

4-2-5) Etude du RCT et du développement de I'athérosclérose dans un

modeéle invalidé pour P2Y; et SR-B1

Nos travaux ont démontré que la voie d'endocytose des\iHDle récepteur P2y
est indépendante de la captation sélective du cholestérolvest8R-B1 (cf. Article 2). En
effet, une activation du récepteur R2¥avec le Cangrelor induit une augmentation de la
captation hépatique de HDL radiomarquées et de I'élimination biliaire du cholestérol de fagcon
similaire chez des souris sauvages et des souris invalidées pour SR-B1 au niveau hépatique.
Il serait donc intéressant de croiser des souris invalidées pour; R2¥c des souris
invalidées pour SR-B1 au niveau hépatique pour étudier I'effet de la double invalidation sur
le RCT et le développement de I'athérosclérose. Ce modéle permettra de vérifier si ces deux
voies sont indépendantes ou s'il existe des phénoménes de compensation entre chacune de

ces voies.
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4-2-6) Etude du développement de l'athérosclérose et du RCT dans un

modeéle "humanisé"

Le modele murin est un bon modele d'étudlevivo par sa taille et sa vitesse de
reproduction. Cependant, le métabolisme des lipoprotéines de ces animaux est tres différent
de celui de 'homme, notamment en raison de l'absence totale de CETP. Ainsi, pour I'étude de
l'invalidation de P2Y; dans un modéle plus proche de la physiologie humaine, des souris
invalidées pour P2 pourront étre croisées avec des souris transgéniques pour la CETP.

Le lapin apparait également comme un meilleur modéle pour I'étude du métabolisme
du cholestérol puisque cet animal est naturellement susceptible & I'athérosclérose et qu'il
possede une activité CETP qui lui confére un profil lipoprotéique proche de I'homme. Ce
modele animal pourrait étre utilisé pour étudier I'effet du Cangrelor sur le RCT et le
développement de I'athérosclérose.

Une autre différence entre I'homme et la souris est I'expression hépatique de NPC1L1.
Alors que chez I'nomme NPCI1L1 est exprimé au niveau de la bordure en brosse des
entérocytes et au niveau de la membrane canaliculaire des hépatocytes, chez la souris
NPC1L1 est présent seulement au niveau entérocytaire. Au niveau hépatique, NPC1L1
semble jouer un réle dans la réabsorption du cholestérol de la bile vers I'hépatocyte. En effet,
I'expression hépatique de NPC1L1 chez la souris, entraine une diminution importante de la
concentration de cholestérol biliaire et le traitement de ces souris avec I'Ezetimibe (inhibiteur
de NPC1L1) restaure des concentrations biliaires en cholestérol similaires a des souris
sauvages (Temel et al.,, 2007). Ainsi, en réabsorbant le cholestérol dans la bile, NPC1L1
pourrait contrecarrer les effets bénéfiqgues d'une activation deg; Baivl'élimination biliaire
du cholestérol. Il serait donc intéressant d'étudier les effets de la modulation du récepteur
P2Y13 sur la régulation des sécrétions biliaires et du transport retour du cholestérol chez ce
modele de souris exprimant NPC1L1 au niveau hépatique. Si NPC1L1 s'avére inhiber les
effets bénéfiqgues d'une activation du récepteur;g2dssociation d'un activateur de R2Y

avec I'Ezetimibe pourrait étre envisagée comme stratégie thérapeutique chez I'homme.

4-2-7) P2Y3: une nouvelle cible en thérapeutigue humaine ?

Bien que des études complémentaires soient nécessaires, nos résultats suggerent que le
récepteur P2¥; est une potentielle cible thérapeutique dans la lutte contre I'athérosclérose en
jouant un role clé dans le RCT. Au vu du profil d’expression limité du récepteys H@ié,
rate, cerveau), des molécules activatrices de;P@durraient facilement activer le récepteur

hépatique sans moduler 'activité des récepteurs;Pxtra-hépatiques en étant dégradées au
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cours de leur passage dans le foie. Actuellement, la seule molécule agoniste desPR&Y
Cangrelor. Cependant, I'utilisation de cette molécule en thérapeutique est dépendante de son
faible temps de demi-vie plasmatique chez 'hommeg <t9min) (Storey et al., 2001) qui
obligerait son administration par voie intraveineuse. De plus, le Cangrelor n’est pas spécifique
du récepteur P2y, il est également un antagoniste du récepteur;R2Aspliqué dans
I'agrégation plaquettaire. Au vu du manque de spécificité du Cangrelor et de sa faible

stabilité, il apparait donc nécessaire de rechercher d'autres agonistes du récepteur P2Y
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ANNEXE 2

Régime hypercholestérolémiant (HCD)

Fournisseur: SAFE (Scientific Animal Food and Engeneering)

Composition:

Caséine 20.7%

Cystine 0.3%

Amidon de mais 26.7%
Maltodextrine 12.0%

Saccharose 20.0%
Huile de mais 6.0%
Cholestérol 1.25%

Cellulose 5.0%

Mineral SAFE 7.0%

Vitamine SAFE 1.0%
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ABSTRACT

ABSTRACT

REGULATION AND PHYSIOLOGICAL IMPLICATION OF ECTO-F  ;1-ATPase/P2Y3
PATHWAY IN REVERSE CHOLESTEROL TRANSPORT

The protective effect of HDL (High Density Lipoprotein) against atherosclerosis is
mainly attributed to its role in Reverse Cholesterol Transport (RCT) by removing cholesterol
from peripheral tissues and by delivering cholesterol to the liver for metabolism and bile
excretion. In our research team, a new pathway for holo-HDL particle uptake (protein + lipid)
has been recently identified in human hepatocytes. This pathway strictly depends on
extracellular ADP level and involves different cell surface partners: ADP generated by the
cell surface ecto-FATPase (which activity is stimulated by apoA-I, the main HDL
apolipoprotein) activates the P2ADP-receptor and subsequent holo-HDL endocytosis.

In this work, we have shown the presence of an adenylate kinase activity (AK:
2ADP>ATP+AMP) at the cell surface of human hepatocyteg Hppeared to naturally
downregulate the ectorfATPase/P2Y; mediated HDL endocytosis pathway by consuming
the ADP generated by the ectpATPase.

Furthermore, we have demonstrated the physiological implication of;P2Yeverse
cholesterol transporin vivo. Preliminaries results suggest a protective role of 1R2Y
atherosclerosis development.

Thus, ecto-FATPase/P2Y; pathway could be an attractive therapeutic target to fight

against the development of atherosclerosis.

Key-words: HDL; reverse cholesterol transport; P2Y;3; atherosclerosis
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