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Partie 1 : Introduction 

Chapitre 1 : Les maladies cardiovasculaires 

 I) Définition et Prévalence 

  1) Définition et symptômes 

 Les maladies cardiovasculaires (MCV) regroupent les pathologies affectant les 

vaisseaux sanguins et l’activité cardiaque. La plupart de ces pathologies font suite au 

développement de l’athérosclérose. D’après la première définition donnée en 1958 par 

l’organisation de la santé (OMS) « L’athérosclérose est une association variable de 

remaniements de l’intima des artères de gros et moyen calibre. Elle consiste en une 

accumulation focale de lipides, de glucides complexes, de produits sanguins, de tissu 

fibreux et de dépôts calcaires. Ces modifications sont fréquemment accompagnées 

d’un réarrangement de la média. Les troubles cardiovasculaires se présentent sous 

les formes suivantes : les cardiopathies coronariennes qui touchent les artères qui 

alimentent le cœur; les accidents vasculaires cérébraux (AVC) qui affectent les 

vaisseaux du cerveau; les artériopathies périphériques qui altèrent principalement les 

vaisseaux des  membres inférieurs, les cardiopathies rhumatismales affectant le 

muscle et les valves cardiaques suite à une infection d’une bactérie streptocoque; les 

malformations cardiaques congénitales, les thromboses veineuses profondes et les 

embolies pulmonaires.  

Il est fréquent qu’une maladie cardiovasculaire touchant les vaisseaux sanguins 

soit asymptomatique. Un infarctus ou un AVC se caractérise parfois de manière aiguë. 

Quelques signes de déclenchement peuvent cependant être détectés, pour un 
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infarctus par exemple : douleur ou gêne dans la partie centrale de la poitrine, au niveau 

des bras, de l’épaule gauche, des coudes, de la mâchoire ou du dos. De plus, le patient 

peut ressentir un essoufflement voire des difficultés à respirer, éprouver un malaise ou 

vomir, avoir des sensations vertigineuses ou s’évanouir, être pris de sueurs froides ou 

pâlir. 

Pour l’AVC le symptôme le plus répandu est une sensation de faiblesse 

soudaine au niveau de la face, du bras ou de la jambe, le plus souvent sur un seul 

côté du corps. Lors de la survenue d’un AVC, les symptômes suivants peuvent 

apparaître : confusion, difficultés à parler ou à comprendre un discours ; difficultés 

visuelles touchant un œil ou les deux ; difficultés à marcher, étourdissement, perte 

d’équilibre ou de coordination ; céphalées sévères sans cause connue et syncope ou 

perte de conscience. 

La cardiopathie rhumatismale se définit comme une atteinte des valves et du 

muscle cardiaques résultant de l’inflammation et des lésions cicatricielles laissées par 

un rhumatisme articulaire aigu. Ce processus est provoqué par une infection causée 

par une bactérie streptocoque et commence habituellement par une angine ou une 

amygdalite chez l’enfant. 

La thrombose veineuse se caractérise par la formation d’un thrombus (caillot 

sanguin) dans une veine. La plupart du temps, elle survient dans les membres 

inférieurs bloquant partiellement ou totalement la circulation sanguine. La thrombose 

veineuse profonde se définit selon la localisation du thrombus, ce dernier doit se situer 

dans une veine de gros calibre proche des artères au cœur du muscle. Le 

détachement de ce caillot peut conduire à la délocalisation jusqu’à l’artère pulmonaire 

provocant ainsi une embolie pulmonaire. Les symptômes peu spécifiques (Rougeur, 

œdème, douleur au niveau de la jambe ou du mollet) rendent le dépistage difficile. 
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  2) Données de prévalence et études cliniques 

Selon l’OMS, en 2015 environ 17,7 millions de décès sont imputables aux MCV, 

soit 31% de la mortalité mondiale totale. Parmi ces décès, 7,4 millions sont dus à une 

cardiopathie coronarienne et 6,7 millions à un AVC [1]. Même si ce chiffre reste très 

élevé, il a nettement diminué depuis la création des premières études cliniques sur les 

MCV. La création en 1948 de la cohorte « Framingham Heart Study » a débuté la 

compréhension des mécanismes et surtout permis d’introduire la notion de facteurs de 

risque modifiables permettant une meilleure prise en charge des patients [2]. A partir 

de cette période d’autres études ont mis en évidence et apporté des indications sur 

l’amélioration des facteurs de risques modifiables favorisant les MCV. Ces études sont 

répertoriées dans la Table I [3][4][5][6][7].   

Avancées Année ou période 
Impact sur la prévention ou le 

traitement des MCV et les facteurs 
de risques 

La « Framingham Heart Study » 

identifie le tabagisme, 

l’hypertension artérielle et 
l’hypercholestérolémie comme des 

facteurs de risques majeurs 

1960s 
Nouvelles cibles pour la prévention 

et le traitement des maladies 
cardiovasculaires 

Surgeon General’s Report on 

Smoking and Health 
1964 

Publicité mettant en garde contre les 

dangers de la cigarette 
Hypertension Detection and 

Follow-up Program (HDFP) 
Début 1970s 

Démonstration des bénéfices à 

traiter l’hypertension même modérée 
Découverte du Récepteur aux 

Lipoprotéines de faible densité 

(LDL-R) 
1970s 

Michael Brown et Joseph Goldstein 

ouvrent la voie vers les statines 

Lipid Research Clinics Coronary 
Primary Prevention Trial (LRC- 

CPPT) 
1984 

Avantage avéré de la réduction du 
cholestérol 

Directives nationales de pratique 

clinique en cas de tension artérielle 

et de cholestérol sanguin élevé 
1987 

Établissement de normes et 

d'objectifs pour la pression artérielle 

et le cholestérol 
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Développement des statines, des 

inhibiteurs de l'enzyme de 

conversion de l'angiotensine et de 

bloqueurs des canaux calciques 

1987-1988 
De nouveaux médicaments 

puissants pour gérer le cholestérol et 

la pression artérielle 

Scandinavian Simvastatin Survival 

Study (4S) 
1994 

Le premier essai sur les statines a 

montré une réduction de la mortalité. 

De nombreux autres essais de 
statines ont suivi. 

Systolic Hypertension in the Elderly 

(SHEP) 
1996 

A établi l'intérêt de traiter 

l'hypertension systolique isolée chez 

les personnes âgées. De nombreux 

autres essais sur la tension artérielle 

ont suivi. 

Systolic Blood Pressure 
Intervention Trial (SPRINT) 

2015 

A établi l'avantage d'un contrôle 

intensif de la tension artérielle (pour 
cibler une tension systolique < 120 

mmHg) chez les patients à haut 

risque sans diabète 

 

Tableau I : Exemples d’avancées majeures dans la prévention et le traitement des 

MCV (adapté de Mensah et al. 2017) 

  3) Augmentation des maladies cardiovasculaires 

La diminution de la prévalence des MCV est aujourd’hui ralentie dans certaines 

populations, notamment chez les plus jeunes. L’étude de Sidney et al. en 2016 révèle 

qu’entre 2000 et 2011, la baisse des MCV était de l’ordre de -4% par an, alors qu’entre 

2011 et 2014 la tendance est de l’ordre de -0,6% par an [8]. Ce fort ralentissement du 

déclin des MCV peut même aller vers une augmentation dans les populations les plus 

jeunes. En effet, plusieurs études montrent, notamment aux États-Unis, que la 

mortalité prématurée chez les jeunes (25-50 ans) s’accroît. Par exemple, l’étude de 

Shiels et al. en 2017 met en évidence que les décès imputables aux MCV décroissent 
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pour toutes les catégories d’âges excepté pour les 25-49 ans où une hausse (0,1 - 

2,1%) des décès dus aux MCV est enregistrée, notamment chez les jeunes femmes 

[9]. Cette augmentation de la survenue des évènements cardiovasculaires s’explique 

par la recrudescence de certains facteurs de risque notamment le tabagisme chez les 

jeunes femmes, l’inactivité physique, l’obésité et le diabète, qui touchent de plus en 

plus d’individus dès l’enfance. 

  4) Facteurs de risque modifiables 

Le tabagisme, l'inactivité physique, l'hypertension, le diabète, le cholestérol, les 

lipides, et l’inflammation, entre autres, sont autant de facteurs de risque modifiables 

des maladies cardiovasculaires. 

   4.1) Le tabagisme 

En 1964, après le rapport du « General Surgeon »,  le lien entre les MCV et le 

tabagisme a été révélé au public [3]. Cette prise de conscience a initié le début de la 

prévention contre le tabagisme. Malgré tout cela, on estime que d'ici 2025, il y aura 

1,6 milliard de fumeurs dans le monde et que 10 millions de personnes mourront 

chaque année des suites du tabagisme [10]. De plus, le nombre de fumeurs parmi les 

femmes et les adolescents ne cesse d'augmenter en Europe [11][12]. Concernant les 

risques, il est connu que les personnes fumant à vie ont 50% de risque de mourir de 

maladies liées au tabagisme (MCV, cancer). Ils perdent, de plus, en moyenne 10 ans 

d’espérance de vie [13]. Le risque de développer une MCV sur 10 années est doublé 

chez les fumeurs [14]. Au-delà du tabagisme dit actif, le tabagisme passif augmente le 

risque de MCV, il a été montré qu’avoir un fumeur dans son entourage familial direct 

ou un lieu de travail exposant au tabagisme passif augmente les risques de MCV 
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d’environ 30% [15][16][17][17][17][17]. Les services de santé recommandent l’absence 

d’exposition au tabagisme sous toutes ces formes. 

   4.2) l’inactivité physique 

L'inactivité physique ou la sédentarité est un facteur de risque des MCV, mais 

aussi du développement d'un certain nombre d'autres maladies chroniques. En 

pratique les recommandations prescrivent 30 minutes d'activité physique modérée par 

jour. Aujourd’hui, environ 60 % de la population mondiale n'atteint pas le minimum 

recommandé. Le risque de MCV est multiplié par 1,5 chez les personnes ayant un 

mode de vie sédentaire. Ce manque d’activité physique est à l'origine de 2 millions de 

décès par an et de 22 % des cardiopathies ischémiques [18]. Cette propension à 

l'inactivité physique est d’autant plus forte chez les jeunes, ce facteur explique, en 

partie, l’augmentation des MCV dans cette catégorie d’âge [9]. L'activité physique 

régulière est protectrice et a de nombreux avantages : elle diminue les lésions 

vasculaires déjà existantes et réduit d'autres facteurs de risque (réduction du poids 

corporel, des niveaux circulants de lipides, de la glycémie, de la pression artérielle) et 

diminue ainsi l'incidence des MCV [18]. Elle réduit la progression de l'athérosclérose, 

protège du stress oxydatif, augmente la sensibilité à l'insuline, diminue l'incidence des 

arythmies malignes et équilibre le système végétatif [19]. 

   4.3) L’hypertension artérielle 

L’hypertension est le facteur de risque modifiable le plus commun chez les 

patients atteints de MCV [20]. Environ 1 adulte sur 4 souffre d’hypertension, cette 

prévalence a augmenté de 10% entre 1990 et 2015 [21]. L'hypertension est 

généralement définie comme une pression artérielle supérieure ou égale à 140 mmHg 
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en systole et 90 mmHg en diastole. Le risque de MCV double à chaque augmentation 

de la pression artérielle systolique de 20 mmHg et diastolique de 10 mmHg [22]. De 

plus, chez les patients hypertendus l’évènement cardiovasculaire survient en moyenne 

5 ans plus tôt que chez les patients normotendus. Aujourd’hui, au-delà des 

recommandations d’hygiène de vie, il existe 8 familles de médicaments permettant de 

lutter contre l’hypertension artérielle. Ces médicaments sont : les antagonistes des 

récepteurs à l’angiotensine, les inhibiteurs de l’enzyme de conversion, les inhibiteurs 

de la rénine, les bêta-bloquants, les diurétiques thiazidiques, les antagonistes 

calciques, les anti-hypertenseurs centraux et les alpha-bloquants [23]. Tous ces 

médicaments sont en prise quotidienne et plusieurs de ces classes de médicaments 

peuvent être combinées afin d’atteindre la cible d’une pression artérielle inférieure à 

140/90 mmHg. 

  4.4) Le diabète 

    4.4.a) Le diabète de type 1 

Le diabète de type 1 est défini comme le diabète juvénile ; cette pathologie 

survient, le plus souvent, à la suite d’une maladie auto-immune d’origine 

lymphocytaire. Les lymphocytes vont progressivement détruire les cellules béta du 

pancréas qui produisent et sécrètent l’insuline. Ce défaut d’insuline fait de ce diabète 

un diabète appelé « insulino-dépendant » [24]. Une étude de 2006 a montré que les 

patients atteints d'un diabète de type 1 ont une augmentation du risque 

cardiovasculaire de 4 fois chez les hommes et 8 fois chez les femmes. L’augmentation 

de l’hémoglobine glyquée (HbA1c) est une des raisons majeures de l’accroissement 

des MCV chez ces patients [25]. 
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   4.4.b) Le diabète de type 2 

Le diabète de type 2, le plus fréquent, est lui défini comme une insulino-

résistance périphérique qui entraîne une altération progressive de la fonction liée à 

une diminution de la masse des cellules béta du pancréas et un défaut de réponse 

insulinique au glucose. En 2011, 52 millions d'Européens âgés de 20 à 79 ans 

souffraient du diabète de type 2. En 2030, on estime que 64 millions de personnes en 

Europe souffriront du diabète de type 2. Ce chiffre est inquiétant car la plupart des 

diabétiques meurent de MCV [26]. Le risque d’un patient diabétique de type 2 à 

développer une MCV est 2 voire 3 fois supérieur à celui d'une personne non diabétique 

[27]. Ce risque est largement corrélé au niveau d’hémoglobine glyquée ; il est rapporté 

que chaque 1% d’augmentation de cette valeur au-dessus de 6,5% accroît de 11% les 

risques de MCV  [28]. Ce qui fait du contrôle de la glycémie un facteur pour la lutte 

contre les MCV chez les diabétiques. Au-delà de la glycémie, d’autres facteurs de 

risque sont à surveiller chez ces patients, notamment les dyslipidémies. 

   4.5) Les dyslipidémies 

Les dyslipidémies sont caractérisées par un changement dans la qualité et la 

quantité des lipides et lipoprotéines circulantes. Les lipoprotéines sont des structures 

sphériques composées d’un compartiment hydrophobe, situé au cœur de la sphère, 

qui est composé de lipides non polaires tels que les esters de cholestérol et les 

triglycérides (TG). L’enveloppe externe est hydrophile et se compose de cholestérol 

libre et de phospholipides (PL) (Figure 1). En plus de ces lipides la couche externe se 

caractérise par la présence d’apolipoprotéine (Apo). Chaque classe de lipoprotéines 

est définie par une combinaison différente d’apolipoprotéines et une concentration 

variable en cholestérol, TG et PL (Table II). 
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Figure 1 : Représentation schématique d’une lipoprotéine 

 

Tableau II : Composition protéique et lipidique des grandes classes de lipoprotéines 

    4.5.a) La dyslipidémie diabétique 

 Chez certains patients diabétiques un contrôle agressif de la glycémie n’est pas 

nécessairement associé à une baisse du risque des MCV [29]. En effet, d’autres 

facteurs de risque des MCV sont à prendre en compte. C’est le cas d’un facteur 

couramment associé au diabète : la dyslipidémie diabétique. Cette forme de 

dyslipidémie est caractérisée par une hypertriglycéridémie, une réduction des 
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concentrations de HDL (High Density Lipoprotein) et une augmentation de la présence 

des particules petites et denses de LDL (Low Density Lipoprotein) [30]. Ce phénomène 

peut être détecté des années avant le diagnostic du diabète de type 2, chez des 

patients insulino-résistants ou même pré-diabétiques avec des concentrations en 

glucose normales [31]. Cette dernière observation permet de conclure que 

l’hyperglycémie n’explique pas à elle seule les anormalités lipidiques, c’est plus 

l’insulino-résistance qui est tenue pour responsable de l’apparition des dyslipidémies 

diabétiques.  

 L'hypertriglycéridémie est considérée comme la principale aberration lipidique 

dans l'insulino-résistance et joue un rôle essentiel dans la détermination du profil 

lipidique caractéristique de la dyslipidémie diabétique. Les niveaux élevés de 

triglycérides sont le résultat d'une production accrue et d'une diminution de la clairance 

des lipoprotéines riches en triglycérides (TRL), à la fois à jeun et en période 

postprandiale [32]. En effet, L’insulino-résistance conduit à une baisse de l’inhibition 

des lipases, notamment de la lipase hormono-sensible (HSL), au niveau du tissu 

adipeux entraînant une lipolyse accrue et un relargage d’acide gras libre (AGL) dans 

la circulation [33]. Cette augmentation d’AGL conduit à une augmentation des AG dans 

le foie favorisant la lipidation de l’ApoB-100 inhibant sa dégradation par le protéasome 

ou le lysosome [34]. De plus une concentration élevée d’AGL peut perturber 

directement l'activité de la lipoprotéine lipase en la détachant de la surface 

endothéliale. Cette diminution d’activité de la lipoprotéine lipase diminue le 

catabolisme des VLDL (Very Low Density Lipoprotein) induisant une élévation de leur 

niveau plasmatique. L’insulino-résistance empêche l’insuline d’inhiber la transcription 

de la MTP (Microsomal Transfer Protein) qui permet d’assembler les triglycérides et 

l’ApoB-100 [35]. Enfin, l’hyperglycémie entraîne une augmentation de la transcription 
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de l’ApoC-III connue pour inhiber les lipoprotéines lipases conduisant à une 

augmentation de la concentration de particules VLDL1 (caractérisées par la présence 

de l’ApoB100 et de l’ApoC-III) [36]. Tous ces phénomènes favorisent la production des 

VLDL tout en inhibant leur catabolisme chez les patients diabétiques (Figure 2).  

 

 

Figure 2 : Effet du diabète sur la production de VLDL 

Lors du diabète l’insuline n’exerce plus ses rôles d’inhibition des lipases, de régulation 

de la glycémie et d’acteur de la transcription. L’augmentation du glucose circulant 
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entraîne l’augmentation de la lipogénèse hépatique et la disponibilité des AGL pour la 

formation des VLDL. De même la lipolyse du tissu adipeux entraîne une augmentation 

des AGL circulant, qui une fois capté par le foie augmente le stock des AGL disponible 

pour la formation des VLDL. En plus de ces effets les AGL circulant vont inhiber la 

lipoprotéine lipase et diminuer le catabolisme des VLDL. 

 
 Les patients diabétiques présentent aussi une hyperlipémie postprandiale 

causée par une production excessive des TRL hépatiques et intestinales. Chez les 

patients diabétiques de type 2, la production de l’ApoB-48 s’accroît et corrèle avec les 

niveaux d’insuline [37]. Les principaux facteurs de régulation de la sécrétion intestinale 

d'apoB-48 sont liés à l'augmentation du pool d’acides gras à conditionner sous forme 

de chylomicrons.  Les lipides alimentaires sont émulsifiés et hydrolysés dans la lumière 

intestinale et sont transportés dans l'entérocyte par un certain nombre de transporteurs 

de lipides. CD36 facilite l'absorption des acides gras à longue chaîne [38]. En plus des 

AGL de l’alimentation, les AG circulants peuvent fournir un substrat pour l'assemblage 

des lipoprotéines. Une fois absorbés, les lipides sont estérifiés dans le RE avant de 

lipider le polypeptide apoB-48 naissant formant le chylomicron primaire (CMpri). 

L'apoA-IV est ajoutée à la particule de pré-chylomicron (preCM) dans le RE, ce qui 

permet l'expansion du noyau lipidique. La particule d'apoB-48 est exportée sous forme 

de PCTV (PreChylomicron Transport Vesicle) [38]. La particule d'apoB-48 subit une 

maturation supplémentaire dans le Golgi, l’ajout de l’apoA-I, avant d'être sécrétée au 

niveau de la membrane basolatérale [39]. Il a aussi été montré que les 

monosaccharides (le glucose en particulier) peuvent augmenter la production de 

lipoprotéines intestinales [40]. En plus de tout cela, des anomalies de sécrétion et de 

concentrations des incrétines (GLP-1, GLP-2 et GIP) chez les patients insulino-

résistants peut induire une augmentation de la lipémie postprandiale [41]. GLP-1 

supprime la sécrétion du chylomicron en partie grâce à son activité insulinotrope et par 
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une action directe sur les entérocytes. D'autre part,  GLP-2 favorise indirectement la 

sécrétion du chylomicron en induisant une glycosylation post-traductionnelle de CD36 

pour faciliter son expression au niveau de la membrane apicale, favorisant ainsi 

l'absorption des acides gras alimentaires [42]. Enfin, les chylomicrons entrent en 

compétition avec les VLDL afin d’être catabolisés par le foie conduisant à une 

prolongation de la présence des VLDL dans la sang et vice versa (Figure 3) [32].  

 

Figure 3 : Effet du diabète sur la production de chylomicron 

Lors du diabète l’insuline n’exerce plus ses rôles d’inhibition des lipases et d’acteur de 

la transcription. La lipolyse du tissu adipeux entraîne une augmentation des AGL 
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circulant, qui une fois capté par l’intestin augmente le stock des AGL disponible pour 

la formation des chylomicrons. De plus, l’augmentation de la production d’ApoB-48 

entraîne une augmentation de la formation des CMpri puis de la sécrétion des CM. 

 
Tous ces phénomènes augmentent la production et diminue la clairance des 

TRL provenant du foie et de l’intestin notamment en période postprandiale faisant de 

ce dernier évènement un risque direct et majeure de la survenue des MCV chez les 

patients diabétiques. La table III répertorie les facteurs influençant la lipémie 

postprandiale (LPP) (Table III). 

 

Facteurs Effet sur la lipémie postprandiale Références 

Quantité de lipide ingéré 
Augmentation de la LPP 

Augmentation de chylomicron-TG 

[43][44] 

[45] 

Composition en 

macronutriment 

Diminution de la LPP lors d’un repas gras 

associée à la quantité de glucose 

Augmentation de la LPP lors d’un repas riche 

en glucide et protéine associée à 

l’augmentation des glucides 
Augmentation de la LPP en lien avec la quantité 

de fructose 

[46] 

 

 

[47] 

 
[48] 

Composition en micronutriment 
Diminution de la LPP par les polyphénols 

Pas d’effet des polyphénols 

[49] 

[50][51] 

Consistance du repas 
Retard de la LPP après un repas solide 

comparé à un repas liquide 

[52][53] 

Activité physique 
L’activité physique avant un repas diminue la 

LPP 

[54][55] 

Tabagisme 
Augmentation de la LPP due à une diminution 

de l’élimination des chylomicrons 

[56][57] 

Traitement anti lipidique 
Diminution de la LPP par les statines et les 

fibrates 
[58][59][60] 

Alcool 
Augmentation de LPP après l’ingestion d’alcool, 

effet atténué par l’activité physique régulière 

[50][61] 

Genre 
Les femmes ont une LPP moins importante que 

les hommes 

[62][63][64] 

Âge La LPP augmente avec l’âge [65][66] 
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Ménopause 

Les femmes ménopausées présentent une 

augmentation de leur LPP comparé aux 

femmes en pré-ménopause 

[67][68] 

Insulino résistance et diabète 

Augmentation de LPP chez les patients 

diabétiques 

Le traitement à l’insuline peut réduire 

l’amplitude de la LPP 

[69] 

 

[70] 

Pression artérielle 
Augmentation de la LPP chez les patients 

hypertendus 

[71] 

Obésité 
Augmentation de la LPP chez les patients 

obèses 

[72][73] 

Tableau III : Facteurs influençant la lipémie postprandiale 

    4.5.b) L’hypercholestérolémie familiale 

Le lien entre MCV et cholestérol n’est plus à faire, en effet dès le début des 

études visant à réduire l’incidence des MCV sur la mortalité générale, le cholestérol 

est apparu comme un facteur de risque majeur [2]. Les études épidémiologiques ont 

rapidement mis en lumière le lien direct du LDL cholestérol dans le développement 

des MCV [74]. Ainsi, les études interventionnelles ont montré qu’une réduction de 38 

mg/dL de cholestérol permet de réduire le risque de survenue des MCV de 20-25% 

[75]. D’après les recommandations actuelles, les patients à très haut risque de MCV 

doivent avoir un niveau de LDL cholestérol inférieur à 50 mg/dL [76]. 

L'hypercholestérolémie familiale (HF) est la maladie héréditaire autosomique 

dominante la plus fréquente dans le monde. Elle est principalement due à des 

mutations du gène du LDLR, mais aussi des gènes de l'apolipoprotéine B, ou de la 

proprotéine convertase subtisiline kexine de type 9 (PCSK9) (Figure 4). Cette maladie 

est associée à un niveau élevé de LDL-cholestérol (LDL-C) et à un risque important 

d'athérosclérose prématurée. La prévalence de cette maladie est de 1/250 pour les 

formes hétérozygotes [77]. Le risque de coronaropathie prématurée est environ 20 fois 
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plus élevé chez les hommes hétérozygotes, le risque le plus élevé étant observé chez 

les jeunes hommes non traités [78]. Les patients atteints de HF homozygote 

développent généralement une coronaropathie au cours de la deuxième décennie de 

leur vie. Le diagnostic clinique de la HF est basé sur un niveau élevé de LDL-C 

supérieur à 190 mg/dL, des symptômes physiques, par exemple, des xanthomes des 

tendons ou l'existence de ces signes chez des parents et des antécédents personnels 

ou familiaux de maladies coronariennes prématurées. 

 

Figure 4 : Mutations conduisant à l’hypercholestérolémie familiale 

L’apoB-100 est la protéine principale des lipoprotéines produites par le foie (VLDL, 
IDL, LDL). Une fois les VLDL sécrété l’ApoB-100 est reconnue par le LDLR permettant 
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l’internalisation et le catabolisme des LDL de la circulation. PCSK9 est un inhibiteur du 
LDLR favorisant sa dégradation. Les mutations du LDLR empêche la reconnaissance 
de l’ApoB-100. De même les mutations de l’ApoB-100 contrecarrent sa 
reconnaissance par le LDLR. Enfin, les mutations gain-de-fonction pour PCSK9 
augmente la dégradation du LDLR diminuant le catabolisme des LDL. Toutes ces 
mutations entraînent une augmentation des LDL circulant et conduisent à 
l’hypercholestérolémie familiale. 

   4.6) l’inflammation 

La CRP (C Reactive Protein) n’était pas considérée comme un facteur de risque 

traditionnel, elle a en effet plutôt été considéré comme un prédicteur des MCV. Plus 

récemment, il a été montré que la CRP est un facteur de risque indépendant, après 

correction des autres facteurs de risque [79]. Un niveau de CRP circulante inférieur à 

1mg/mL représente un risque faible, entre 1 – 3 mg/mL un risque moyen et au-dessus 

de 3mg/mL, un risque élevé pour les patients. Cette protéine découverte en 1930 est 

produite par le foie en réponse à une forte concentration d’IL-6 (Interleukine-6). Le rôle 

de la CRP reste un sujet de débat, notamment son implication directe ou non dans le 

développement de l’athérosclérose [80]. La CRP aurait un rôle sur la fonction 

endothéliale en augmentant les molécules d’adhésion sur le site de la plaque 

d’athérome [81], en atténuant les effets vasodilatateurs du NO (Nitric Oxyde) [82].  

 En plus de la CRP, d’autres facteurs inflammatoires jouent un rôle dans le 

développement des MCV. C’est le cas de l’interleukine-1β (l’IL-1β) qui joue de 

multiples rôles dans le développement de la plaque d’athérome notamment par 

l'induction de l'activité pro-coagulante, l'adhésion des monocytes et des leucocytes 

aux cellules endothéliales vasculaires et la croissance des cellules musculaires lisses 

vasculaires. Chez les souris, la déficience en IL-1β réduit la formation de lésions, alors 

que chez les porcs nourris avec un régime enrichi en cholestérol, l'exposition à l’IL-1β 

augmente l'épaississement de l'intima média. De plus, la protéine 3 du récepteur de 
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type NOD (NLRP3) de l’inflammasome active L’IL-1β, un processus favorisé par les 

cristaux de cholestérol, les neutrophiles piégés, et l'hypoxie tissulaire qui sont connus 

pour favoriser le développement de l'athérosclérose [83]. Cette activation de l'IL-1β 

stimule la voie de signalisation du récepteur de l'IL-6, qui a été mise en cause par des 

études de randomisation mendélienne dans le développement de l’athérosclérose 

[84]. Plus récemment, des études sur des souris parabiotiques et sur l'hématopoïèse 

clonale ont mis en cause l'IL-1β dans les processus d’activation de la moelle osseuse 

qui accélèrent l'athérosclérose [85]. 

Enfin le système adaptatif participe au recrutement des monocytes et à 

l’activation des macrophages, notamment par la production d’IFNγ (Interferon) au 

niveau de la plaque. Les lymphocytes Th1 (T Helper 1) sont la population des 

lymphocytes CD4+ la plus représentée au sein de la plaque. Le rôle des autres 

lymphocytes semble moins prédominant (pour revue [86]).   

  4.7) Inter-relation des facteurs de risque cardiovasculaires 

Dans les paragraphes précédents, nous avons discuté des facteurs de risque 

modifiables de manière indépendante. Il est très important de noter que tous ces 

facteurs de risque des MCV sont liés entre eux. En effet, le tabagisme augmente 

l’incidence de l’hypertension artérielle et du diabète [87]. Pendant que le diabète 

augmente la survenue de l’hypertension artérielle et que l’inactivité physique provoque 

un risque de surpoids voire d’obésité qui augmente à son tour l’incidence du diabète 

et des dyslipidémies. Tous ces facteurs ne sont pas additifs au regard du risque mais 

multiplicatifs ce qui fait que la lutte contre un facteur de risque peut s’avérer efficace 

contre un autre type de risque et vice versa. La table II récapitule les objectifs 

thérapeutiques des différents risques évoqués plus haut (Table IV). 



 19 

 

Tabagisme 
 

Aucune exposition au tabac 
 

Alimentation 

 
Faible teneur en graisses saturées, l'accent étant mis sur les produits à 

base de céréales complètes, les légumes, les fruits et le poisson. 
 

Activité physique 

 
Au moins 150 minutes par semaine d’activité aérobie modérée ou 75 

minutes par semaine d’activité aérobie vigoureuse 
 

Poids 

 
IMC compris entre 20-25 kg/m2. Tour de taille <94 cm (hommes) ou <80 

cm (femmes). 
 

Pression artérielle 
 

<140/90 mmHg 
 

Lipides 
Le LDL-cholestérol est 

la première cible 
 

 
 
 

 
 

HDL-C 
 

 
Triglycérides 

 

 
Risque très élevé : <1,8 mmol/L (<70 mg/dL), ou une réduction d'au 

moins 50 % si le niveau de référence est compris entre 1,8 et 3,5 mmol/L 
(70 et 135 mg/dL) 

Risque élevé : <2,6 mmol/L (<100 mg/dL), ou une réduction d'au moins 
50 % si le niveau de référence est compris entre 2,6 et 5,1 mmol/L (100 et 

200 mg/dL) 
Risque faible à modéré : <3,0 mmol/L (<115 mg/dL). 

 
Pas de cible mais >1,0 mmol/L (>40mg/dL) chez les hommes et >1,2 
mmol/L (>45 mg/dL) chez les femmes indiquent un risque plus faible. 

 
Aucun objectif, mais <1,7 mmol/L (<150 mg/dL) indique un risque plus 
faible et des niveaux plus élevés indiquent la nécessité de rechercher 

d'autres facteurs de risque. 
 

Diabète 
 

HbA1c <7% (<53 mmol/mol) 
 

Inflammation 

Risque élevé : CRP > 3mg/mL 
 

Risque modéré : CRP 1 – 3 mg/mL 
 

Risque faible : CRP < 1 mg/mL 

Tableau IV : Objectifs des facteurs de risque et niveaux à atteindre pour les 

principaux facteurs de risque cardiovasculaire (adapté de Piepoli et al. 2020) 
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  5) Utilisation du SCORE en pratique clinique 

 En pratique clinique, l’utilisation de tables d’évaluation permet d’apprécier le 

risque d’un patient de développer une MCV. Le SCORE (Systematic Coronary Risk 

Evaluation) est une table d’évaluation du risque de MCV utilisée afin d’estimer le risque 

d’un patient de développer une MCV fatale dans les 10 années à venir (Figure 5). 

Ainsi, pour calculer le risque de MCV fatale et non fatale, il faut multiplier le résultat du 

SCORE par 3 pour les hommes et 4 pour les femmes (ex : un SCORE de 5% 

représente 15% de risque de développer une MCV fatale et non fatale chez un homme 

dans les 10 ans et 20% chez une femme) [75]. 
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Figure 5 : Exemple de table de SCORE pour l’évaluation du risque sur 10 ans de la 

survenue des MCV (adapté de European guidelines 2016) 

6) Historique des traitements hypolipémiants avant l’émergence des 

inhibiteurs de PCSK9 

   6.1) Statines 

 Dans les années 1970s, les traitements de l’hypercholestérolémie n’étaient pas 

optimaux, de par leurs effets modestes sur les lipides et leurs effets secondaires 

nombreux [88]. Les études de la voie de synthèse du cholestérol ont révélé que 
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l’HMGCoA reductase est l’enzyme limitante de la production de cholestérol [88]. La 

découverte, en 1971 par l’équipe au Japon de Akira Endo et Masao Kuroda, des 

statines a permis de révolutionner le traitement de l’hypercholestérolémie [89]. 

Les statines font partie aujourd’hui des médicaments les plus consommés au 

monde. Les statines permettent de réduire drastiquement les niveaux circulants de 

LDL-cholestérol et de diminuer efficacement la survenue des MCV chez les patients 

traités (revue dans [90]). Toutefois, en dépit de ces atouts, environ 50% des patients 

traités n’atteignent pas les recommandations cliniques après 2 ans de traitement [91]. 

Afin de renforcer la réduction de la cholestérolémie chez ces patients, des traitements 

complémentaires ont été recommandés, c’est notamment le cas de l’ézétimibe. 

   6.2) Ézétimibe 

La découverte de l’ézétimibe a été initiée dans le cadre de développement 

d’inhibiteurs de l’ACAT (acyl-coenzyme A cholesterol acyltransferase) qui est une 

protéine importante dans l’estérification du cholestérol intracellulaire. 

Malheureusement, cette stratégie thérapeutique, malgré des résultats concluants in 

vitro, s’est montrée décevante in vivo sur le modèle d’hamster nourri au cholestérol 

[92]. Seule une molécule, l’azétidinone, a montré un effet significatif sur la 

cholestérolémie. En fait, il est apparu que l’azétidinone n’inhibe pas l’activité de l’ACAT 

mais reste localisé au niveau de la lumière intestinale empêchant l’absorption du 

cholestérol. C’est lors d’études plus poussées sur les métabolites de l’azétidinone 

qu’une deuxième classe de molécules, l’ézétimibe, fut mise au point. La découverte 

de cette molécule s’est donc effectuée sans connaître la cible ni le transporteur du 

cholestérol présent au niveau de la bordure apicale des entérocytes. L’étude de 

Altmann en 2004 montre que l’ézétimibe n’a pas d’effet sur l’absorption intestinale du 
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cholestérol chez des souris totalement déficientes en transporteur Npc1l1 démontrant 

pour la première fois que l’ézétimibe agit via NPC1L1 (Niemann-Pick C1 like 1) [93]. 

La limite des études sur l’ézétimibe est que cette molécule est responsable d’une 

réduction de la cholestérolémie uniquement chez les modèles animaux nourris avec 

un régime enrichi en cholestérol. A l’inverse, les souris nourries sous régime standard 

ne présentent aucune réduction de leur cholestérolémie lors du traitement par 

l’ézétimibe. Davis et al. ont utilisé les statines et l’ézétimibe en co-thérapie à des doses 

inactives séparément et observé un effet significatif de la co-administration. Ce fut le 

cas chez le chien sous régime standard après 14 jours d'un traitement par la 

lovastatine (5mg/kg) et l’ézétimibe (0,007 mg/kg) permettant de réduire les niveaux de 

cholestérol. D’autres études similaires ont montré le même effet chez d’autres modèles 

(revue dans [94]). 

La première étude clinique conduite chez l’Homme en 2002 montre que 

l’ézétimibe réduit de 54% l’absorption du cholestérol comparé aux patients contrôles 

[95]. Au-delà de la baisse d’absorption, les auteurs ont remarqué une augmentation 

de la synthèse endogène de cholestérol. Ces deux phénomènes s’accompagnent 

néanmoins d’une réduction des niveaux circulants de LDL-C de 22,3% [95]. Par la 

suite, de nombreuses études ont établi l’efficacité de la combinaison thérapeutique 

des statines et de l’ézétimibe sur différentes populations (revue dans [96]). Enfin, 

l’étude IMPROVE-IT (Improved Reduction of Outcomes : Vytorin Efficacy International 

Trial) montre une réduction significative de 13% du risque d’incidence d’un infarctus 

du myocarde et de 21% d'un AVC chez les patients traités avec la simvastatine et 

l’ézétimibe comparé à une monothérapie à la simvastatine [97]. L’étude IMPROVE-IT 

est la première étude à mettre en évidence un bénéfice thérapeutique de l’ajout d’un 

agent hypolipidémiant (ézétimibe) aux statines sur les MCV.   
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Chapitre 2 : Métabolisme du cholestérol et découverte de PCSK9 

 I) Contrôle de l’homéostasie du cholestérol par le foie  

1) Rôle du cholestérol 

Depuis son isolement des calculs biliaires en 1789, la molécule de cholestérol 

(C27H46O, MW : 386,65 kDa) a fait l'objet de nombreuses études. Le cholestérol est 

composé de 4 cycles carbonés formant le noyau stérol et possède un groupement 

hydroxyle sur le carbone 3. Ce groupement chimique contribue aux fonctions 

particulières du cholestérol vis-à-vis des autres lipides car il constitue la tête polaire 

hydrophile (Figure 6).  

 

Figure 6 : Structure 2D de la molécule de cholestérol 
 
Le cholestérol participe à de nombreux processus au sein de la cellule. Tout 

d’abord le cholestérol est un constituant essentiel de la membrane plasmique des 

cellules. La structure chimique du cholestérol permet de rigidifier la membrane 

plasmique et de la rendre moins perméable aux molécules polaires permettant ainsi 

l’existence de concentrations différentes en ions et solutés de part et d’autre de la 

membrane cellulaire [98].  
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Le cholestérol est le précurseur des acides biliaires et des hormones 

stéroïdiennes. La synthèse des acides biliaires a lieu dans les hépatocytes où le 

cholestérol peut subir une suite de modifications afin de produire de l’acide cholique 

(CA) ou de l’acide chénodéoxycholique (CDCA). La voie principale, permettant la 

synthèse de CA, est médiée par la CYP7A1 (Cytochrome P 450 7A1) et ajoute un 

groupement hydroxyle sur le 7 carbone du cholestérol [99][100]. La voie alternative, 

permettant la synthèse de CDCA, est médiée par la CYP27A1 [101]. La synthèse des 

hormones stéroïdiennes a lieu au niveau des gonades (testostérone, œstrogène et 

progestérone), des glandes surrénales (cortisol et aldostérone) et du placenta. Le 

cholestérol va subir une série de modifications par des enzymes de la famille du 

cytochrome P450 et de l’hydroxystéroïde déhydrogénase [102]. Ces modifications 

vont entraîner un raccourcissement de la chaîne carbonée en position C17 et une 

hydroxylation du noyau stéroïde [102]. 

En outre, non seulement le cholestérol ou l’excès de cholestérol est important 

dans la pathogenèse des MCV, mais est également impliqué dans la démence, le 

diabète et le cancer [103][104][105]. L'importance biomédicale incontestée du 

cholestérol alimente la recherche biologique moléculaire et cellulaire sur cette 

molécule (Figure 7).  
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Figure 7 : Dérivés du cholestérol et leurs fonctions 
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  2) Origine du cholestérol 

Le cholestérol peut provenir de deux sources distinctes : endogène et exogène.  

2.1) voie endogène 

Quantitativement, le foie est l’organe majeur de synthèse endogène du 

cholestérol. La voie de biosynthèse du cholestérol est un processus biochimique 

complexe. En général, cette voie peut être divisée en deux étapes : la condensation 

des unités isoprénoïdes pour donner la molécule de squalène à 30 atomes de carbone 

et ensuite la cyclisation du squalène pour produire du lanostérol, qui est finalement 

converti en cholestérol. La voie commence par la formation du 3-hydroxy-3-

méthylglutaryl-coenzymeA (HMG-CoA) à six carbones à partir d'une molécule d'acétyl-

CoA, formée de 2 carbones, et d'une molécule d'acétoacétyl-CoA catalysée par 

l'enzyme 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzymeA synthase (HMGCoAS). L'enzyme 3-

hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzymeA réductase (HMGCoAR), liée à la membrane, 

convertit l'HMG-CoA en mévalonate. Cette étape est l’étape limitante de la synthèse 

du cholestérol et est ciblée par les statines (Figure 8).  
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Figure 8 : Schéma de la synthèse endogène du cholestérol 

(1) Thiolases ou acétyl-coenzyme A acétyltransférases, (2) hydroxy-3-méthylglutaryl-

CoA synthase, (3) hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA réductase, (4) mévalonate-3-kinase 

ou mévalonate-5-kinase, (5) mévalonate-3-phosphate-5-kinase ou 

phosphomévalonate kinase, (6) mévalonate-5-phosphate décarboxylase, (7) 

mévalonate pyrophosphate décarboxylase, (8) isopentényl phosphate kinase, (9) 

isopentényl pyrophosphate isomérase, (10) farnésyl-diphosphate synthase, (11) 

squalène synthase, (12) squalène monooxygénase ou squalène époxydase, et 19 

réactions sont incluses : déméthylations, désaturations, isomérisations et réductions 

multiples. 
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2.2) voie exogène 

Le cholestérol exogène vient de l’apport alimentaire. C’est l’intestin qui va 

permettre son entrée dans l’organisme. Les différences interindividuelles d’absorption 

du cholestérol alimentaire ont orienté la recherche vers la découverte des protéines 

impliquées dans l’influx et l’efflux du cholestérol par les entérocytes [106][107]. La 

découverte de mutations dans des protéines transmembranaires modulant 

l’absorption du cholestérol au niveau intestinal a permis d’étayer l’hypothèse 

d’absorption active et non passive [108][109][110]. A ce jour trois protéines clefs sont 

responsables de l’absorption et de l’efflux du cholestérol dans l’entérocyte : NPC1L1, 

ABCG5 et ABCG8 (ATP-Binding Cassette sub-family G 5/8) (Figure 9). 

L’absorption est médiée par le transporteur NPC1L1 et les flotillines associées 

présentes à la surface apicale des entérocytes [93]. Les souris déficientes en NPC1L1 

présentent une diminution d’environ 70% de l’absorption du cholestérol marqué donné 

par voie orale [93]. De plus, comme décrit dans le paragraphe 6.2 du chapitre 1, 

l’ézétimibe est capable d’inhiber NPC1L1 et ainsi réduit l’absorption du cholestérol et 

la cholestérolémie [95]. La régulation de l’expression de NPC1L1 montre également 

que l’inhibition de cette protéine réduit la cholestérolémie. Par exemple, les 

fénofibrates activent le facteur de transcription PPARα (Peroxisome Proliferator-

activated Receptor) qui à son tour réduit l’expression de NPC1L1 réduisant ainsi 

l’absorption du cholestérol [111]. De plus, l’activation de PPARδ induit une baisse de 

43% de la cholestérolémie impliquant une réduction de l’expression de NPC1L1 [112]. 

Le facteur de transcription CREBH (Cyclic AMP-Responsive Element Binding Protein 

H) semble, lui aussi, impliqué dans la régulation de NPC1L1. En effet, sa sur-

expression chez la souris est associé à une baisse de la cholestérolémie 

accompagnée par une réduction de l’expression de NPC1L1 [113].  
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Les protéines ABCG5 et ABCG8 fonctionnent en hétérodimères et partagent un 

promoteur commun [114]. Le transporteur ABCG5/8 est responsable de l’efflux du 

cholestérol de l’entérocyte vers la lumière intestinale. En effet, une sur-expression 

d’ABCG5/8 chez la souris diminue l’absorption du cholestérol lorsque son inhibition 

augmente l’absorption [115].  Ce transport est aussi, extrêmement important, dans la 

régulation de l’absorption des sitostérols. En effet, ces stérols d’origine végétale sont 

excrétés par ABCG5/8 et des mutations d’ABCG5/8 entraînent l’apparition d’une 

pathologie appelée sitostérolémie. Cette pathologie est associée à une augmentation 

de l’absorption des sitostérols qui participent au développement des MCV [116].  

2.3) Voies d’élimination du cholestérol 

L’élimination du cholestérol s’effectue en 2 étapes. La première est le transport 

inverse du cholestérol (Reverse Cholesterol Transport, RCT). Ce phénomène consiste 

au « retour » du cholestérol périphérique, notamment des macrophages, vers le foie 

via les lipoprotéines de haute densité (détaillé dans le paragraphe IV du chapitre 2). 

La seconde étape consiste en l’excrétion du cholestérol dans la lumière intestinale qui 

peut s’effectuer par deux mécanismes distincts. Le premier mécanisme se déroule au 

niveau du foie. En effet, le cholestérol sera transformé en acides biliaires via les 

enzymes CYP7A1 et CYP27A1 puis excrété dans la vésicule biliaire par les 

transporteurs ABCG5/ABCG8 [117]. Le second mécanisme se déroule au niveau 

intestinal. En effet, la mise en évidence d’une excrétion non biliaire du cholestérol 

remonte à 1927 grâce aux expériences de Sperry révélant la présence de cholestérol 

dans les fèces de chien chez qui la voie biliaire était préalablement dérivée [118]. Ce 

n’est qu’en 2007 suite aux travaux de Van der Velde et al. [119] que l’intestin est placé 

au centre de cette voie d’élimination du cholestérol. Ce phénomène est appelé TICE 
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(Trans Intestinal Cholesterol Excretion) (détaillé dans le paragraphe III 1.2 du chapitre 

2). 

 
Figure 9 : Principales voies du métabolisme du cholestérol dans une cellule 

polarisée (adapté de Luo et al. 2019) 

Le cholestérol transporté par les particules de LDL dans le sang peut être absorbé par 

le LDLR à la surface basale des cellules polarisées (telles que les entérocytes ou les 

hépatocytes). Le cholestérol libre peut également être absorbé à partir de sources 

alimentaires par les entérocytes dans l'intestin et à partir de la bile dans les voies 

biliaires par les hépatocytes dans le foie. Cette absorption est médiée par NPC1L1 et 

les flotillines associées présentes sur la surface apicale de ces cellules. L'excès de 

cholestérol est exporté dans le sang par ABCA1 ou ABCG1, ou dans la lumière 

intestinale et les canaux biliaires par l'hétérodimère ABCG5 et ABCG8  
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II) Découverte et rôle hépatique de PCSK9 

1) Du gène à la fonction 

1.1) Découverte de PCSK9 

 
En 2003, Nabil Seidah et son équipe identifient le neuvième membre de la 

famille des proprotéines convertases, PCSK9 [120]. La même année, l’équipe 

française dirigée par Catherine Boileau identifie deux mutations S127R et F216L pour 

PCSK9 chez deux familles françaises ayant un diagnostic clinique 

d’hypercholestérolémie familiale sans mutations dans les gènes LDLR ou APOB 

faisant de PCSK9 un gène impliqué dans le métabolisme du cholestérol [121]. Un 

mécanisme gain-de-fonction (GOF) de PCSK9 a été suspecté comme étant à l’origine 

des niveaux élevés de LDL-C chez les porteurs, ce qui a été rapidement confirmé par 

l’étude de Maxwell et al. en 2004, qui montre que la surexpression de PCSK9 dans le 

foie des souris entraîne une hypercholestérolémie en réduisant le nombre ou l'activité 

du LDLR [122]. A l’inverse, des données génétiques suggèrent un rôle de l’inhibition 

de PCSK9 dans la réduction des concentrations de LDL-C. En effet, en 2005, l’équipe 

d’Helen Hobbs a identifié des mutations perte-de-fonction (LOF), Y142X et C679X 

dans une population d’Afro-Américains associées à une réduction de 28% du LDL-C 

et à une réduction de 88% du risque des MCV [123].   

   1.2) Mode d’action de PCSK9 

La structure de la PCSK9 est caractérisée par un peptide signal, un pro-

domaine et un domaine catalytique, suivis d'une région C-terminale. PCSK9 est 

synthétisée sous la forme d'une pro-enzyme inactive de 75 kDa qui subit un clivage 
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auto-catalytique dans le réticulum endoplasmique (RE) produisant un fragment 

d'environ 60 kDa. Le clivage auto-catalytique du zymogène dans le RE est essentiel 

pour la maturation et la sécrétion de la protéine. En effet, le segment clivé du pro-

domaine s’associe de manière non covalente avec le domaine catalytique et agit 

comme une chaperonne de repliement et un inhibiteur du site catalytique (Figure 10) 

[124].  

 

Figure 10 : Structure de PCSK9 (d’après Sarkar et al. 2020) 
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Les études mécanistiques ont identifié une voie extracellulaire et 

éventuellement intracellulaire de l’action de PCSK9. Au niveau intracellulaire, la 

PCSK9 naissante peut se lier au LDLR et le diriger du trans-Golgi vers le lysosome 

pour  dégradation [126]. Au niveau extracellulaire, la PCSK9 sécrétée se lie au 

domaine EGF-A (Epidermal Growth Factor-A) du LDLR à la surface de la cellule, et le 

complexe PCSK9/LDLR est internalisé dans les compartiments 

endosomaux/lysosomaux [127]. L'affinité du complexe PCSK9-LDLR est augmentée 

dans l'endosome en raison d'une acidité plus élevée [128]. L'absence de libération de 

PCSK9 entrave le recyclage du LDLR et réduit son abondance à la surface des cellules 

[129], le LDLR étant alors redirigé de l'endosome vers le lysosome où il est dégradé 

[127]. Ainsi PCSK9 agit, indépendamment de son activité catalytique, comme une 

chaperonne du LDLR conduisant à sa dégradation [130][131] (Figure 11).  
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Figure 11 : Effet de PCSK9 (adapté de Bergeron et al. 2015) 

PCSK9 est synthétisée au niveau du RE où elle s’auto-clive permettant sa maturation 
et son transport dans l’appareil de Golgi via le complexe COPII. Une fois dans 
l’appareil de Golgi PCSK9 subit des modifications post-traductionnelles, notamment 
des phosphorylations, permettant sa sécrétion dans la circulation sanguine. Une fois 
dans le sang, PCSK9 se lit au domaine EGF-A du LDLR entraînant son internalisation 
et inhibant le recyclage du LDLR à la membrane plasmique. Ce phénomène conduit à 
la dégradation du LDLR.  
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   1.3) Mutants de PCSK9 

  Aujourd’hui de nombreuses mutations gain ou perte-de-fonction ont été 

référencés pour PCSK9. Leurs mécanismes d’actions ont permis de mieux 

comprendre la fonction de PCSK9. En effet, les mutations sont situées sur différents 

domaines de PCSK9 altérant ou augmentant son activité (Figure 12). Au final, les 

mutations GOF diminuent l’expression du LDLR à la surface des cellules (détaillé dans 

le paragraphe 1.3.a du chapitre 2). A l’inverse, les mutations LOF induisent toutes une 

augmentation de la présence du LDLR à la surface des cellules (détaillé dans le 

paragraphe 1.3.b du chapitre 2) 

 

Figure 12 : Schéma des mutations de PCSK9 (adapté de Dron et al. 2017) 
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    1.3.a) Gain de fonction (GOF) 

Les mutations GOF de PCSK9 constituent la troisième cause 

d’hypercholestérolémie familiale, et représente moins de 1 % des cas dans la plupart 

des cohortes cliniques. En revanche, les mutations LOF du LDLR et les mutations de 

l’APOB affectant la liaison au LDLR représentent respectivement 80-90% et 5-10% 

des cas dans la plupart des cohortes d'hypercholestérolémie familiale [132]. Plus de 

30 mutations GOF de PCSK9 ont été identifiées, la plupart sont des mutations non-

sens distribuées sur l'ensemble de la région codante de PCSK9 et affectant tous les 

domaines de la protéine [133]. Les études fonctionnelles des différentes mutations 

GOF de PCSK9 montrent que l’augmentation de la dégradation du LDLR est la cause 

de l’hypercholestérolémie. Les différents mutants atteignent ce but par le biais de 

mécanismes distincts.  

 Les mutations localisées dans la région du pro-domaine montrent une grande 

diversité de mécanismes augmentant la dégradation du LDLR. La mutation D35Y 

augmente la dégradation intracellulaire du LDLR en modifiant la structure secondaire 

du pro-segment, ainsi entraînant une affinité intracellulaire accrue de PCSK9 envers 

le LDLR [134]. A l’inverse, les mutations S127R et D129G ont lieu à côté du site auto-

catalytique de PCSK9 et induisent une baisse du clivage du zymogène [135][136]. En 

effet, la mutation S127R réduit de 66% le clivage auto-catalytique de PCSK9 [137] et 

le changement structural augmente l’affinité pour le LDLR de 5 fois par rapport à la 

forme sauvage de PCSK9 [129]. Les mutations dans le pro-domaine peuvent aussi 

augmenter la stabilité du complexe PCSK9-LDLR extracellulaire. C’est le cas des 

mutations L108R et D129N, non pas par leur capacité à produire un clivage ou une 
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structure altérés mais connues pour augmenter la stabilité de l’interaction entre PCSK9 

et LDLR en dehors de la cellule [134][138].  

 Une autre protéine convertase, la furine (ou PCSK3) est capable de cliver 

PCSK9 et ainsi de l’inactiver, réduisant sa capacité à inhiber le LDLR [139][140]. Ce 

clivage a lieu entre l’arginine 218 et la glutamine 219 du domaine catalytique de 

PCSK9 [140]. Les mutations situées au niveau du domaine catalytique confèrent une 

résistance partielle ou totale au clivage de PCSK9 par la furine. En effet, les mutations 

R215H [141], R218S [136][142] , F216L [140][143] et D374Y [136][140][141] sont 

connues pour rendre PCSK9 résistant à la furine. La mutation D374Y est considérée 

comme la plus active des GOF de PCSK9 [129]. En effet, cette mutation apparaît au 

niveau du site responsable de la liaison de PCSK9 avec le LDLR et augmente la 

stabilité du complexe PCSK9-LDLR; ce qui entraîne une augmentation de 10 fois de 

la dégradation du récepteur et une réduction de 61% de l’internalisation du LDL-C 

[136][138]. 

 Peu de choses sont connues sur les mécanismes des GOF présentes dans la 

partie C-terminale de PCSK9. Il se peut que la mutation N425S située dans la région 

charnière (résidus 422-439) de la protéine ait des conséquences structurelles 

augmentant l’interaction extracellulaire de PCSK9 avec le LDLR [138]. Une autre 

mutation, R469W dans une autre partie de la région C-terminale influencerait 

l’interaction PCSK9-LDLR par un mécanisme non élucidé [138].  

    1.3.b) Perte de fonction (LOF) 

 Depuis leur découverte en 2005 par l’équipe d’Helen Hobbs au Texas, de 

nombreuses mutations LOF de PCSK9 ont été identifiées [123]. Bien que la principale 

cause de la réduction d’activité de PCSK9 soit une diminution de sa sécrétion, les 
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mutations LOF agissent via différents mécanismes. Une différence notable entre les 

mutations GOF et LOF est que la majorité des LOF perturbent les processus précoces 

de la maturation de PCSK9. 

 Les mutations présentes dans le pro-domaine de PCSK9 altèrent les 

modifications post-traductionnelles. C’est le cas de la mutation R46L, même si le 

mécanisme précis qui conduit à la réduction de  PCSK9 n’est pas entièrement connu, 

ce variant est associé à une réduction de la phosphorylation qui peut causer une 

augmentation de la dégradation protéolytique de PCSK9 [144]. De plus, cette mutation 

peut altérer l’interaction entre PCSK9 et le LDLR car la protéine mutée présente une 

diminution de son affinité pour le LDLR d’environ 50% [128]. Les autres mutations 

situées dans le pro-domaine de PCSK9 affectent le processus de clivage auto-

catalytique. En effet, le mutant R94del altère la structure d’une hélice alpha du pro-

domaine entraînant une absence de clivage de la proPCSK9 prévenant sa maturation 

et sa sécrétion [145]. De même, la mutation G106R abolit le clivage auto-catalytique 

de PCSK9 induisant une incapacité de la protéine à sortir du RE [135][136]. Le même 

phénomène a été identifié chez un individu présentant deux mutations de PCSK9, 

R104C/V114A. Même si l’impact de ces mutations n’a pas été étudié individuellement, 

elles agissent in vitro de manière dominante négative et altèrent fortement l’activité 

auto-catalytique et causent l’incapacité de PCSK9 à sortir du RE [146]. 

 Une autre catégorie de mutations, souvent des mutations non-sens dans le pro-

domaine, empêchent la production l’absence d’ARNm (ARN messager) de PCSK9. 

C’est le cas de la mutation Y142X identifiée dans le premier papier de 2005 décrivant 

les effets des mutations LOF de PCSK9 sur la cholestérolémie [123]. 

 Concernant les mutations LOF du domaine catalytique, plusieurs mécanismes 

semblent altérer la fonction de PCSK9. Par exemple, le mutant N157K altère un 
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domaine avec une hélice alpha important dans la liaison au LDLR [147]. cette 

altération cause une diminution de l’affinité de PCSK9 pour le LDLR entraînant une 

augmentation de la présence du LDLR à la surface cellulaire et de l’internalisation du 

LDL-C [147]. Les autres mutations du domaine catalytique induisent une incapacité à 

sécréter PCSK9. C’est le cas de la mutation G236S qui altère la conformation de la 

protéine et qui, malgré un clivage auto-catalytique normal, est incapable de quitter le 

RE [141]. De la même manière, les mutants L253F et N354I sont incapables de sortir 

du RE mais cette fois à cause d’une réduction de l’activité auto-catalytique [141][145].  

 Tout comme pour les mutations GOF, la partie charnière entre le domaine 

catalytique et la partie C-terminale de PCSK9 présente des mutations LOF. La 

mutation R434W altère la sécrétion de PCSK9 en diminuant l’auto-clivage de la 

proPCSK9 et entraînant une mauvaise conformation dans le RE [148].  

 La partie C-terminale comprend 3 mutations validées. Les deux premières 

S462P et C679X retiennent PCSK9 dans le RE à cause d’une mauvaise conformation 

de la protéine [136][92][93]. La mutation A443T possède un mécanisme propre, étant 

donné que la thréonine introduit un nouveau site de O-glycosylation favorisant le 

clivage de la protéine par la furine [140].   

   1.4) Régulation de PCSK9 

    1.4.a) Régulation transcriptionnelle 

PCSK9 est fortement exprimée dans le foie et, dans une moindre mesure, dans 

l’intestin, les reins et le cerveau  [120]. Au niveau transcriptionnel, PCSK9 a été 

identifié comme une cible des protéines SREBP (Sterol Regulatory Element Binding 

Protein) [149][150]. Ces facteurs de transcription régulent les gènes du métabolisme 
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du cholestérol (SREBP2) et de la lipogenèse hépatique (SREBP1c) [151]. Le 

promoteur proximal de PCSK9 contient un domaine SRE (Sterol Regulatory Element) 

qui permet aux protéines SREBP de se fixer et d’induire l’expression de PCSK9 [149]. 

Les facteurs SREBP permettent de multiplier les stimuli capables d’induire l’expression 

de PCSK9 [150]. Par exemple, SREBP2 est activé lorsque les niveaux de cholestérol 

intracellulaires, notamment au niveau du RE, sont faibles [152]. En effet, lorsque les 

niveaux de cholestérol dans le RE sont faibles, le complexe SREBP2-SCAP (SREBP 

Cleavage Activating Protein) n’est pas retenu et est transporté dans l’appareil de Golgi 

via SEC24 et le complexe COPII. Une fois dans l’appareil de Golgi, deux sérine 

protéases, S1P et S2P, clivent la liaison de SREBP2 et SCAP libérant ainsi la forme 

active du facteur de transcription qui exercera ses effets sur ses gènes cibles dans le 

noyau. A l’inverse, lorsque les niveaux de cholestérol sont élevés dans le RE, le 

complexe SREBP2-SCAP est retenu, d’une part par la liaison de SCAP avec le 

cholestérol mais aussi par les protéines INSIG1/2 (Insulin Induced gene) [153].  

Les statines, comme décrit dans le paragraphe 6.1 du chapitre 1, sont des 

inhibiteurs de l’HMGCoAR et de la synthèse endogène de cholestérol. La baisse du 

contenu intracellulaire en cholestérol entraîne une activation de SREBP2 et de ses 

gènes cibles, PCSK9 et LDLR. En effet, plusieurs travaux ont montré in vitro et in vivo 

que les statines induisent l’expression de PCSK9 de manière SREBP2-dépendante 

[154] . 

L’expression de PCSK9 est, aussi, régulée par le statut nutritionnel [155]. 

L’expression de PCSK9 est réduite pendant un jeûne et augmente suivant l’état de re-

nutrition chez les modèles murins [155]. Cette régulation est médiée par la liaison de 

SREBP1c sur le site SRE du promoteur de PCSK9 comme l’indique une expérience 
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de mutation de SRE qui abolit l’interaction entre SREBP1c et le promoteur de PCSK9 

réduisant ainsi l’expression de PCSK9 [155].  

L’induction de l’expression de PCSK9 par la Berberine, un alcaloïde végétal, a 

permis de mettre en évidence un autre site de liaison, HNF1 (Hepatocyte Nuclear 

Factor 1). Ce site permet la liaison de HNF1α sur le promoteur de PCSK9, de plus, le 

site HNF1 semble fonctionner en coopération avec la séquence SRE car la mutation 

du site HNF1 réduit la sensibilité du promoteur aux stérols et atténue ainsi l'effet 

activateur de SREBP2 pour activer le promoteur de PCSK9 [156].  

Pcsk9 est aussi régulé par d’autres facteurs de transcription comme PPARα qui 

réduit l’expression de Pcsk9 [157]. A l’inverse, PPARγ augmente l’expression de 

Pcsk9 dans les hépatocytes [158]. De plus, FXR (Farnesoid X Receptor) activé par les 

acides biliaires réduit l’expression de Pcsk9 [159], lorsque LXR (Liver X Receptor) 

activé, lui, par les oxystérols augmente l’expression de Pcsk9 [155]. HINFP (Histone 

Nuclear Factor P) est un élément capable d’induire l’expression de Pcsk9 [160], tout 

comme la résistine, une adipokine, augmente l’expression de Pcsk9 [161]. Enfin, 

SIRT1/6 (Sirtuin), des histones déacétylases, réduisent l’expression de Pcsk9 [162].   

   1.4.b) Modification post-traductionnelle 

 Le fonctionnement de PCSK9 peut également être affecté par une série de 

modifications post-traductionnelles lors de sa maturation (Figure 13). La plus 

remarquable se déroule au niveau du RE où PCSK9 exécute un clivage auto-

catalytique de son pro-domaine. Toujours dans le RE, PCSK9 est N-glycosylée au 

niveau de l’asparagine 533 [120]. L’étude du mutant N533A qui empêche la N-

glycosylation de PCSK9 ou l’inhibition de la N-glycosylation par traitement à la 

tunicamycine n’affecte pas la maturation ni la sécrétion de PCSK9 [120].  
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En 2013, l’étude de Chen et al. chez les souris déficientes en SEC24A (Sec24a-

/-), une protéine du complexe COPII (Coat Protein Complex II) importante dans 

l’assemblage des vésicules de transport entre le RE et l’appareil de Golgi, a montré 

que la sécrétion de PCSK9 est réduite de 55% [163]. Cette réduction de sécrétion est 

due à une accumulation de PCSK9 dans le RE, montrant ainsi clairement que SEC24A 

est cruciale dans le transport de PCSK9 entre le RE et l’appareil de Golgi [163].  

Une fois dans l’appareil de Golgi, PCSK9 peut être phosphorylée. En effet, 

l’étude de 2008 de Dewpura et al. montre que PCSK9 est phosphorylée sur la sérine 

en position 47 et met en évidence un second site majeur de phosphorylation au niveau 

de la sérine 688 [144]. La phosphorylation sur la sérine-688 a lieu très tardivement 

voire juste avant la sécrétion de PCSK9 étant donné que la forme phosphorylée n'est 

pas détectée au niveau intracellulaire [144]. Cette étude montre également que la 

phosphorylation sur la sérine 47 protège PCSK9 de la protéolyse [144]. C’est en 2015 

que les travaux de Tagliabracci caractérisent la kinase responsable de la 

phosphorylation de PCSK9, FAM20C [164]. Une étude récente de l’équipe de Nabil 

Seidah confirme les 2 sites de phosphorylation de PCSK9 sur la sérine 47 et 688 et 

révèle deux autres sites de phosphorylation sur les résidus sérines 666 et 668. De 

plus, les expériences de mutagénèse dirigée permettant de générer des mutants 

phosphoneutres montrent que la réduction de la phosphorylation de PCSK9 réduit sa 

capacité à inhiber le LDLR. A l’inverse, les mutants phosphomimétiques restaurent 

l’inhibition du LDLR par PCSK9 [165].  

L’équipe de Nabil Seidah a mis en évidence en 2006 l’existence de 2 sites de 

sulfatation situés dans le pro-domaine ou dans le domaine catalytique de PCSK9  

[140]. Le premier se trouve sur la tyrosine 38, le second n’est toujours pas identifié 

précisément. Le traitement au chlorate  ou l’utilisation de mutant Y38F (sulfoneutre) et 
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Y38E (sulfomimétique) n'affecte pas respectivement, la sécrétion ou l’affinité pour le 

LDLR in vitro [140]. 

La dernière modification que peut subir PCSK9 avant sa sécrétion est médiée 

par deux autres membres de la famille des protéines convertases, la furine (PCSK3) 

et PC5/6A [140]. L’équipe de Nabil Seidah a révélé que ces deux protéines 

convertases sont capables de cliver PCSK9 au niveau de l’arginine 218 [140]. La 

délétion hépatique de la furine diminue la présence de la forme clivée de PCSK9 ainsi 

que la présence du LDLR dans le foie de souris. De plus, les auteurs montrent que 

seule la forme entière de la furine qui reste fixée à la membrane, et non la forme 

soluble, peut cliver PCSK9 [166]. 

 

Figure 13 : Schéma des modifications post-traductionnelles de PCSK9 

1.5) Autres cibles de PCSK9 

Au fur et à mesure de la caractérisation des mécanismes d’action de PCSK9, 

les travaux ont suggéré que PCSK9 pouvait agir sur d’autres cibles moléculaires que 

le LDLR. En effet, PCSK9 peut interagir avec le VLDLR (Very Low Density Lipoprotein 

Receptor) et l’APOER2 (Apoprotein E Rceptor 2). C’est le travail de l’équipe de Nabil 

Seidah en 2008 qui a montré in vitro que la co-expression, dans des cellules HEK293, 

de PCSK9 avec le VLDLR ou APOER2 réduit les niveaux protéiques des deux 
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récepteurs [167]. Ces auteurs ont également montré que l’ajout de PCSK9 

extracellulaire dans le milieu de culture de fibroblastes murins diminue les contenus 

protéiques des récepteurs VLDLR et APOER2 [167].  

En plus de ces deux récepteurs, PCSK9 peut interagir avec LRP1 (LDLR-

related Protein 1). En effet, la diminution de l’expression de PCSK9 par shRNA dans 

une lignée d’hépatocytes humains : les cellules HepG2, montre une augmentation de 

l’expression du LDLR mais aussi de LRP1 [168]. 

En plus de ces cibles, PCSK9 apparaît comme pouvant réguler CD36. Ce 

récepteur permet l’absorption des acides gras libres au niveau intestinal et du tissu 

adipeux [169]. Une dernière étude a montré que PCSK9 dégrade le récepteur du virus 

de l’hépatite C, CD81, à la surface des hépatocytes [170]. 

2) Développement d’inhibiteurs anti-PCSK9 

1) Anticorps anti-PCSK9 

 
La recherche sur PCSK9 a conduit au développement d’une nouvelle classe de 

médiacments extrêmement puissants pour abaisser le cholestérol. Ainsi en 2015, soit 

douze années après l’identification de PCSK9, deux anticorps monoclonaux dirigés 

contre PCSK9 : l’alirocumab (Praluent, Régénéron) et l’évolocumab (Repatha, 

Amgen) ont été approuvés par les hautes autorités de santé en Europe et aux États-

Unis pour le traitement de l'hypercholestérolémie. Les deux médicaments sont des 

anticorps entièrement humanisés administrés en sous cutané. Les deux essais 

cliniques ODYSSEY Outcomes pour l’alirocumab et l’étude FOURIER (Further 

cardiovascular OUtcomes Research with PCSK9 Inhibition in subjects with Elevated 
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Risk) pour l’évolocumab ont permis de mettre en évidence une réduction importante 

de la cholestérolémie en complément des statines et une protection supplémentaire 

vis-à-vis des MCV (Table V).  

 

Inhibiteur 

de PCSK9 

Nom de 

l’essai 

clinique 

Nombre 

de 

patients 

Niveau de 

base LDL-

C (mg/dL) 

Dose 

d’inhibiteur 

de PCSK9 

Réduction 

moyenne du LDL-

C plasmatique 

absolue (mg/dL) 

Suivi 

moyen 

des 

patients 

Evolocumab FOURIER 27,564 92 
140mg/2 
semaines 
420mg/4 
semaines 

56 2,2 ans 

Alirocumab 
ODYSSEY 

Outcomes 
18,924 87 

75 ou 
150mg/2 
semaines 

 
37-48 2,8 ans 

Tableau V : Essais cliniques et effets des anticorps anti-PCSK9 

2) siRNA PCSK9 

Une seconde stratégie d’inhibition est apparue plus récemment, l’Inclisiran est 

un siRNA (small interference ARN) qui va inhiber l’expression de PCSK9 dans les 

cellules ciblées. Les différences avec les anticorps sont d’une part la fréquence 

d’injection qui se fait 2 fois par an pour l’inclisiran par rapport à une injection toutes les 

2 à 4 semaines pour les anticorps anti-PCSK9. Et d’autre part, la phase I de l’essai 

ORION-1 a montré que l’inclisiran agit exclusivement au niveau du foie. La phase II 

avec notamment l’essai clinique ORION-7 chez les patients avec une dysfonction 

rénale montre que l’inclisiran garde une efficacité prolongée sans altérer davantage la 

fonction rénale [171]. Les études, très récentes, de phase III (ORION-10 et ORION-

11) montrent une inhibition importante et prolongée de PCSK9 ainsi qu’une baisse 

importante du niveau plasmatique de LDL-C. Seul un effet indésirable réversible au 
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site d’injection est rapporté à l’issu de ces deux essais cliniques de phase III [172]. Au-

delà de l’effet sur le cholestérol, d’autres essais cliniques utilisant des siRNA comme 

thérapies ont rapporté des effets secondaires sur l’immunité avec un développement 

immunitaire contre le médicament, notamment représenté par une stimulation des TLR 

(Toll Like Receptor) entraînant une production de cytokines pro-inflammatoires 

[173][174]. Cependant, une étude de 2020 s’étant particulièrement intéressée à cet 

aspect a montré que l’inclisiran n’a pas d’effet sur le nombre de leukocytes circulants 

ni sur le profil sanguin de l’IL-6 et du TNF-α (Tumor Necrosis Factor)  [175].  

 Cette stratégie thérapeutique contre PCSK9 semble donc être efficace pour 

réduire la cholestérolémie sans effet secondaire connu à ce jour. Du fait que le coût 

du traitement par les anticorps anti-PCSK9 est extrêmement élevé - donc limitant,  elle 

pourrait permettre de traiter plus de patients [176]. 

III) Action extra-hépatique de PCSK9 et au-delà du métabolisme du 
cholestérol 

 Le développement des souris présentant une déficience en PCSK9 

exclusivement dans le foie (L-Pcsk9-/-) par l’équipe de Nabil Seidah en 2008 a permis 

de mettre en évidence le rôle extra-hépatique de cette enzyme [177]. En effet, les 

souris L-Pcsk9-/- se caractérisent par une hypocholestérolémie moins marquée que les 

souris KO (délétion totale de PCSK9. Les souris L-Pcsk9-/- montrent une réduction de 

27% de leur cholestérolémie alors que les souris KO ont une réduction de 42% de leur 

cholestérolémie [177]. Cette différence de réduction de la cholestérolémie suggère un 

rôle extra-hépatique de PCSK9.  
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1) Action intestinale 

L'intestin grêle est un organe clé dans le métabolisme des lipides. Il joue un rôle 

fondamental dans l’absorption des lipides alimentaires et biliaires, leur « ré-

empaquetage » sous forme de chylomicrons structurés majoritairement avec de 

l’apolipoprotéine B48 (APOB48) et leur sécrétion dans le canal lymphatique 

mésentérique. Cette production de chylomicrons va augmenter le niveau de 

triglycérides circulant après un repas ; ce mécanisme contribue au phénomène de 

lipémie postprandiale. L'intestin est aussi important dans le processus de transport 

inverse du cholestérol. En effet, L’intestin est le second organe après le foie à 

contribuer significativement à la production et à la sécrétion d’apolipoprotéine AI 

(ApoAI) qui représente la protéine structurale majoritaire des HDL. Les travaux de 

Liam Brunham ont permis d’estimer que l’intestin contribue à hauteur de 20 à 30% des 

précurseurs d’HDL [178]. La voie ultime du transport inverse du cholestérol étant 

l’élimination de l’organisme du cholestérol sanguin par voie hépato-biliaire, il a été 

suggéré que l’inhibition de l’absorption intestinale de cholestérol stimulerait le transport 

inverse du cholestérol en limitant sa réabsorption intestinale [179]. Enfin, en 2007, le 

groupe de A.K Groen a montré que l'intestin est capable d'excréter du cholestérol 

sanguin par une voie appelée excrétion transintestinale du cholestérol (ou TICE) [180]. 

Plusieurs travaux ont suggéré que le TICE contribuerait significativement à la voie 

inverse du cholestérol [181]. 

1.1) Absorption intestinale du cholestérol 

Le cholestérol présent dans la lumière intestinale est absorbé par les 

entérocytes. Comme décrit dans le paragraphe 2.2 du chapitre 2, ce phénomène actif 

est médié notamment par le transporteur NPC1L1. L’utilisation d’un modèle murin 
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déficient en NPC1L1 a permis de déterminer que cette protéine est responsable de 

l’absorption du cholestérol à hauteur de 70% et les études utilisant l’ézétimibe chez 

l’Homme montrent que l’inhibition de NPC1L1 diminue la cholestérolémie de 20% [93].  

Différentes équipes ont débattu sur le rôle de PCSK9 dans l’absorption 

intestinale du cholestérol. En 2013, Emile Levy et al. ont montré que l’ajout de PCSK9 

recombinant dans le milieu de culture basolatéral d'une lignée entérocytaire humaine, 

les Caco-2, augmente l’absorption du cholestérol en augmentant l’expression de 

plusieurs transporteurs, NPC1L1, SRBI et CD36, à la surface apicale de ces cellules 

[182]. A l’inverse, notre équipe n’a pas observé de différence d’absorption intestinale 

du cholestérol chez les souris Pcsk9-/-  comparativement aux souris sauvages [183]. 

En accord avec nos données, deux études mesurant les rapports 

campestérol/cholestérol (marqueur de l’absorption) ont montré que l’évolocumab chez 

l’Homme n’influence pas l’absorption intestinale du cholestérol [184][185].  

1.2) Excrétion trans-intestinale du cholestérol (TICE) 

Jusqu'à très récemment, il était admis que la voie hépato-biliaire était la seule 

voie d’élimination du cholestérol plasmatique, en dépit de plusieurs arguments 

indirects datant du milieu du 20e siècle qui suggéraient l’existence d’une voie 

intestinale complémentaire [118][186]. Ce n’est qu’en 2007, qu’une équipe hollandaise 

a mis en évidence, chez la souris, une nouvelle voie d’excrétion du cholestérol sanguin 

directement par la paroi intestinale qu’ils ont appelée TICE. Leurs travaux initiaux 

démontraient que le TICE est la voie majeure d’élimination du cholestérol plasmatique 

chez la souris (33% à l’état basal) et qu’elle est fortement inductible par des agents 

pharmacologiques et/ou nutritionnels [119]. Notamment, le TICE est inductible par des 

agonistes de LXR et contribue de manière importante à leurs  effets sur la voie inverse 
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du cholestérol et à l’excrétion du cholestérol dans les fèces [187]. En 2013, notre 

équipe a mis en évidence que le HDL-C et LDL-C peuvent être excrétés via le TICE 

chez la souris. De plus, nous avons été les premiers à démontrer ex vivo l’existence 

du TICE chez l’Homme par l’utilisation de biopsies intestinales en chambre de Ussing 

[183]. En 2016, l’équipe de A.K Groen a confirmé cette donnée in vivo  via la méthode 

des traceurs stables et montré que le TICE contribue à l’excrétion fécale du cholestérol 

à hauteur de 35% chez l’Homme et qu’il est fortement induit lorsque les patients sont 

traités à l’ézétimibe [188]. Notre équipe a de son côté confirmé l’existence d’un efflux 

intestinal de cholestérol marqué au deutérium 7 (D7-cholestérol) chez des patients 

présentant une dérivation externe des voies biliaires [189]. Les mécanismes 

moléculaires restent à ce jour peu explorés. Au niveau apical, trois transporteurs sont 

impliqués fonctionnellement dans le TICE : NPC1L1 [188], ABCB1 (ATP Binding 

Cassette sub-family B 1) [183] et ABCG5/G8 [187]. Au niveau basolatéral, notre équipe 

a apporté la preuve de l’implication du LDLR dans le TICE. La modulation de son 

expression par les statines et PCSK9 régule le TICE chez la souris [183]. Une donnée 

restait incertaine lors de mon arrivée en thèse, la contribution relative de la forme 

intestinale versus hépatique (sanguine) de PCSK9. 

  2) Action sur les triglycérides 

Les effets de PCSK9 sur les triglycérides ont été largement discutés dans une 

revue récente de l’équipe [190]. Pour résumé, les premières observations cliniques ont 

montré que les niveaux circulant de PCSK9 sont positivement corrélés à la 

concentration de triglycérides plasmatiques à jeun chez les adolescents et les adultes 

[191][192]. De plus, une association a été mise en évidence entre la triglycéridémie à 

jeun et PCSK9 dans différentes pathologies comme le diabètes de type 1, le diabète 
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de type 2, les maladies chroniques du rein, le VIH et l’hyperlipidémie de type III 

[193][194][195][196][197]. La régulation du métabolisme des triglycérides peut 

s’effectuer soit par modulation de la production des TRL ou par l’élimination de ces 

particules.  

Les mutations de PCSK9 permettent d’apporter un début de réponse quant au 

mécanisme pouvant expliquer la relation entre PCSK9 et les triglycérides. En effet, la 

mutation GOF S127R, est décrite comme associée à une augmentation de la sécrétion 

d’ApoB100 conduisant à une surproduction de VLDL, IDL et LDL [198]. De plus, les 

patients présentant la mutation GOF D374Y ont une élévation de leur triglycéridémie 

[199]. Ce phénomène peut être expliqué par une augmentation de la sécrétion de 

l’ApoB100 [200][199]. Concernant les mutations LOF, les mutations R46L [201], 

L10ins/A53V et I474V [202][203] n’influencent pas la triglycéridémie. A l’inverse, les 

mutations non-sens Y142X et C679X sont associées à une réduction de la 

triglycéridémie [204]. Enfin, une étude cinétique chez deux patients a montré que le 

variant R104C/V114A présente une augmentation du catabolisme des VLDL et IDL 

[146]. Dans l'ensemble, l'impact des mutations de PCSK9 sur le métabolisme des TRL 

est modeste et hétérogène par rapport à l'impact sur le métabolisme du LDL-C. Les 

études devraient clarifier les mécanismes moléculaires par lesquels les mutations de 

PCSK9 régulent le métabolisme des TRL et dans quelle mesure une modification de 

l'abondance des LDLR explique les effets observés. 

Les modèles in vitro et in vivo n’ont pas révélé de mécanisme clair concernant 

l’impact de PCSK9 sur le métabolisme des TG. Les premières études n’ont pas révélé 

un effet de PCSK9 sur la triglycéridémie. Comme l’atteste les résultats d’une 

surexpression de PCSK9 chez des souris sauvages ou Ldlr-/- qui n’affecte pas les 

niveaux circulants de TG. Ni même, encore, la surexpression de PCSK9 dans des 
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cellules Huh7 ou dans des hépatocytes primaires qui n’impacte pas la sécrétion 

d’ApoB [205][137][122][206]. A l’inverse, des hépatocytes primaires issus de souris 

Pcsk9-/- mis en culture montrent une réduction de la sécrétion d’ApoB100 

comparativement aux hépatocytes de souris sauvages [207]. De plus, une autre étude 

a montré que la surexpression de la forme humaine de PCSK9 (hPCSK9) chez les 

souris entraine une augmentation de la sécrétion d’ApoB100 dans les cultures 

d’hépatocytes primaires [208]. Une fois encore, les études doivent se concentrer afin 

de clarifier par quels mécanismes PCSK9 pourrait avoir un impact sur les TG.  

 Les études interventionnelles utilisant les anticorps anti-PCSK9 (voir 

paragraphe 2.1 du chapitre 2) ont également mis en avant une diminution de 16% de 

la triglycéridémie des patients traités par Evolucumab [209] et 17% pour ceux traités 

par Alirocumab [210]. De plus, une étude cinétique réalisée chez des patients 

normolipidiques à jeun a montré que l’Evolucumab réduit le nombre de VLDL-ApoB et 

IDL-ApoB en augmentant leur catabolisme, suggérant une action LDLR dépendante. 

A l’inverse, l’Evolocumab n’affecte pas la sécrétion de VLDL-ApoB, IDL-ApoB ou LDL-

ApoB  [185]. Pour l’Alircoumab, une étude cinétique n'a pas montré d’impact sur le 

nombre de VLDL-ApoB ni sur le catabolisme de ces particules mais a montré une 

augmentation du catabolisme des IDL-ApoB [211]. Une étude, visant à montrer 

l’efficacité de l’Alirocumab par rapport aux autres traitements (ézétimibe, statine) chez 

des patients atteints de diabète de type 2 sur les triglycérides et le cholestérol non 

HDL (ODYSSEY DM-DYSLIPIDEMIA), a montré que l’Alirocumab réduit de 32,5% les 

niveaux de cholestérol non HDL mais n’affecte pas la triglycéridémie des patients 

[212].  

 Une autre stratégie thérapeutique afin d’inhiber PCSK9 est l’utilisation d’un 

siRNA contre PCSK9 (voir paragraphe 2.2 du chapitre 2). L’inclisiran à une dose 
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supérieure à 300 mg réduit les niveaux de triglycérides d’environ 13%; ce qui est 

comparable à la réduction observée avec les anticorps anti PCSK9 [213]. Il serait 

intéressant que des études futures s’intéressent à l’impact de l’inclisiran sur le 

métabolisme des TRL chez des patients atteints de diabète de type 2 en comparaison 

au anticorps anti PCSK9.  

Dans l’ensemble les thérapies inhibant PCSK9 n’ont eu, pour le moment, qu’un 

impact modeste sur la triglycéridémie. Le mécanisme d’action, au moins pour les 

anticorps anti-PCSK9, semble indiquer que l’effet de l’inhibition de PCSK9 est LDLR 

dépendante.  

  3) Action sur la Lipémie postprandiale 

La lipémie postprandiale (LPP) est un phénomène naturel qui se caractérise par 

une élévation des niveaux circulants de TG après un repas, essentiellement sous 

forme de chylomicrons (CM). Comme décrit dans le paragraphe 4.5.a du chapitre 1 ce 

phénomène peut devenir un risque indépendant des MCV. En effet, chez les patients 

atteint d'un diabète de type 2, la production des CM est accrue et corrèle avec les 

niveaux d’insuline [37]. La mise en évidence de l’atténuation de la LPP chez les 

patients traités par statine pourrait expliquer, en partie, les effets cardioprotecteurs des 

statines [58].   

En 2009, nous avons démontré que les souris Pcsk9-/- présentent une réduction 

de leur LPP [214]. Lorsque nous nous sommes intéressés aux mécanismes pouvant 

expliquer cette réduction, nous avons observé que l’intestin des souris Pcsk9-/-  secrète 

moins d’ApoB mais autant de TG que les souris sauvages entraînant une 

augmentation de la taille des CM. Cette augmentation de taille est, semble-t-il, 

associée à une augmentation de la clairance des CM [214]. Nous avons également 
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montré que le foie des souris Pcsk9-/- catabolise plus rapidement les CM que celui des 

souris sauvages. 

Chez l’Homme, une étude s’est intéressée à l’impact des mutations LOF de 

PCSK9 sur la LPP [215]. Les auteurs ont d’abord montré que les variants LOF de 

PCSK9 diminuent la présence des chylomicrons et VLDL ainsi que leurs produits 

rémanents après l’ingestion d’une boisson grasse. Cette réduction des TRL est 

associée à une diminution de la sécrétion d’ApoB48 dans le sang des patients PCSK9 

LOF.  Ces observations mettent en avant un rôle intestinal de PCSK9 [215]. 

Très récemment plusieurs études cliniques ont testé l’effet de l’inhibition de 

PCSK9 sur la LPP. Chez les sujets sains non diabétiques, l’inhibition de PCSK9 par 

des anticorps monoclonaux n’a pas d’effet notable sur la LPP [216][217]. En revanche, 

chez les patients diabétiques, deux études cliniques ont mis en lumière une réduction 

de l’hyperlipémie postprandiale observée communément chez ces patients (voir 

paragraphe 4.5.a) lorsqu’ils sont traités par anticorps anti-PCSK9 [218][219].  

De ces études expérimentales et cliniques, nous pouvons conclure que PCSK9 

joue un rôle dans les mécanismes de régulation de la LPP. Aucune étude n’a permis 

d’explorer l’importance fonctionnelle de la forme intracellulaire intestinale de PCSK9 

par rapport à la forme sanguine dans la régulation de la LPP.  

  4) Autres actions extra-hépatiques 

PCSK9 est exprimée dans de nombreux autres organes que le foie ou l’intestin, 

notamment dans le pancréas, les reins, les vaisseaux et les poumons [120]. 
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   4.1) Rôle de PCSK9 dans le pancréas endocrine 

Le pancréas endocrine joue un rôle fondamental dans la régulation de 

l’homéostasie glucidique. Les cellules bêta du pancréas expriment le LDLR et des 

données montrent que leur fonction et/ou survie est affectée par une exposition 

importante aux LDL et VLDL [220][221]. Du fait du rôle régulateur de PCSK9 sur le 

LDLR, une inquiétude est rapidement née sur l’impact que pourrait avoir la déficience 

ou l'inhibition de PCSK9 sur la fonction béta pancréatique et sur l’homéostasie 

glucidique. Cette crainte a été renforcée par la démonstration du risque légèrement 

accru de diabète chez des patients traités aux statines [222][223][224][225]. De même, 

le risque de développement du diabète est plus important chez les patients présentant 

une mutation LOF de l’HMGCOA reductase [226]. Enfin, les patients présentant une 

déficience sévère en LDLR ont moins de risque de développer un diabète que les 

sujets contrôles [227]. Ensemble, ces données suggèrent que la déficience ou 

l’inhibition de PCSK9 qui tend à augmenter la présence du LDLR à la surface des 

cellules pourrait être délétère. 

Cependant la première étude murine n'a pas montré d’altération du 

métabolisme du glucose chez les souris Pcsk9-/- [228]. En effet, dans l’étude de 2009, 

notre équipe a mis en évidence que PCSK9 est capable d’inhiber le LDLR présent à 

la surface des cellules β du pancréas, et donc, que l’inhibition de PCSK9 augmente la 

présence du LDLR dans ces cellules. Malgré cette absence de régulation du LDLR, 

les cellules β n’ont pas une augmentation de leur contenu intracellulaire de cholestérol. 

Enfin, les souris Pcsk9-/- présentent la même intolérance au glucose et la même 

sécrétion d’insuline après un traitement à la streptozotocine, une molécule induisant 

l’apoptose des cellules β du pancréas et induisant une insulinopénie [228].   



 56 

A l’inverse, les données plus récentes étayent l’hypothèse d’un rôle de la 

déficience en PCSK9 sur l’altération du métabolisme du glucose. En effet, ces études 

montrent que les souris Pcsk9-/- présentent une hyperglycémie, une tolérance au 

glucose altérée et une réduction de la sécrétion d’insuline [229][230]. L’étude la plus 

récente de l’équipe italienne de Norata a montré que les souris Pcsk9-/- développent 

une intolérance au glucose aussi bien sous régime standard que sous régime enrichi 

en gras. Cette intolérance au glucose n’est pas associée à une insulino-résistance, 

comme illustré par la réponse similaire des souris contrôles et Pcsk9-/- à une injection 

intrapéritonéale d’insuline. De plus, la mesure de la sécrétion d’insuline montre que 

les souris Pcsk9-/- sécrètent moins d’insuline que les souris sauvages, et que cette 

réduction de la sécrétion d’insuline est associée à une morphologie irrégulière des îlots 

β du pancréas. Enfin, les auteurs ont mis en évidence que les souris L-Pcsk9-/-  ne 

présentent pas ces altérations de la sécrétion d’insuline, ni d’intolérance au glucose et 

que les niveaux de LDLR pancrétiques sont identiques chez les souris L-Pcsk9-/- et les 

souris contrôles, suggérant que la PCSK9 circulante n’influence pas la quantité de 

LDLR au niveau pancréatique [230]. Ces dernières données pré-cliniques indiquent 

que c’est la forme intracellulaire de PCSK9 présente au sein de l’îlot de Langerhans 

qui exercerait son action anti-diabétique ; ce qui est rassurant quant à l’usage des 

inhibiteurs anti-PCSK9 ciblant la forme circulante sanguine. 

Chez l’homme, des études mendéliennes randomisées ont montré que les 

variants LOF de PCSK9 sont associés à une élévation du glucose à jeun et à une 

augmentation du risque de diabète [231][232][233]. Cependant, de manière rassurante 

les études de l’évaluation du sur-risque de l’apparition du diabète chez les patients 

traités par anticorps anti-PCSK9 n'ont révélé aucun effet néfaste. C’est le cas d’une 

étude regroupant les données des essais cliniques de phase 3 d’ODYSSEY qui n'a 
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pas montré d’augmentation de l’incidence du diabète sur 3448 patients traités par 

alirocumab sur une période de 6 à 18 mois [234]. De même, l’étude FOURIER n'a pas 

mis en évidence de risque accru du développement du diabète chez les patients traités 

par l’évolocumab et suivis durant environ 2 ans [235]. De plus, une étude de 2020 sur 

deux cohortes (IT-DIAB et ELSA-BRASIL) a montré que les niveaux plasmatiques de 

PCSK9 ne permettent pas de prédire le risque de développement de diabète de type 

2 chez les patients pré-diabétiques [236]. 

   4.2) Rôle de PCSK9 dans le rein 

 Un des rôles majeurs du rein est de maintenir la pression artérielle par 

réabsorption de certains solutés notamment du sodium (Na+) maintenant ainsi la 

tension artérielle. L’hypertension est un facteur de risque majeur des MCV (voir 

paragraphe 1.4.3). Le canal ENaC (Epithelial Sodium channel) joue un rôle essentiel 

dans la réabsorption du Na+ au niveau rénal et dans le contrôle de la tension artérielle 

[237]. Ce canal est connu pour être activé après son clivage par des sérines-protéases 

telles que la furine [238]. Une étude visant à déterminer si d’autres protéases sont 

capables de cliver ENaC a montré que PCSK9 possède cette capacité. A l’inverse des 

autres protéases, le clivage de ENaC par PCSK9 diminue sa présence à la membrane, 

notamment en augmentant sa dégradation et en altérant son trafic intracellulaire [239]. 

Notre équipe en 2015 a étudié l’impact de la déficience en PCSK9 dans plusieurs 

modèles murins d’hypertension artérielle. Nos données indiquent qu’in vivo chez la 

souris, la déficience en PCSK9 ne semble pas favoriser le développement ni 

l’aggravation de l’hypertension [240].  

Une étude clinique a examiné l’association entre des variants communs et rares 

de PCSK9 et la pression artérielle dans une population d’Afro-Américains à haut risque 



 58 

de MCV [241]. En utilisant les données génomiques du réseau HyperGEN (the 

Hypertension Genetic Epidemiology Network) et en tirant profit des GWAS (Genome-

Wide Association Study), un effet minimal sur la pression sanguine diastolique (PSD) 

a été attribué à deux SNP (Single Nucleotide Polymorphism) communs, et un effet 

cumulatif significatif sur la PSD de tous les variants rares de PCSK9 a été identifié. De 

plus, dans cette étude, ces associations génétiques ont été testées dans la population 

appartenant à l'étude REGARDS (REasons for Geographic And Racial Differences in 

Stroke), et une association cumulative avec la pression artérielle systolique a été 

trouvée, indiquant que des variants rares de PCSK9 peuvent jouer un rôle dans la 

régulation de la pression artérielle, peut-être en interférant avec la fonction ENaC. 

Les données issues des essais cliniques d’ODYSSEY chez des patients avec 

une maladie chronique rénale modérée ne montrent pas d’altération de la fonction 

rénale lors du traitement à l’alirocumab [242]. Des données similaires ont été 

présentées dans l’étude FOURIER utilisant l’évolocumab [243]. Néanmoins, des 

études supplémentaires sont nécessaires chez les patients présentant une 

dysfonction rénale sévère. 

   4.3) Rôle de PCSK9 dans la plaque d’athérosclérose 

Une étude pré-clinique de 2012 a analysé l’impact de la déficience ou de la sur-

expression hépatique de PCSK9 sur l’athéroslérose chez les souris ApoE-/- d’une part 

et  Ldlr-/- d’autre part, bien décrits comme modèles d’étude de l’athérosclérose [244]. 

Nabil Seidah et ses collaborateurs ont croisé les souris Pcsk9-/- et transgénique pour 

Pcsk9 (Tg(Pcsk9)+/0) avec les souris ApoE-/- et Ldlr-/- afin d’obtenir des modèles 

doubles déficients ApoE-/- Pcsk9-/- ; Ldlr-/- Pcsk9-/- et des modèles transgéniques et 

déficients ApoE-/- Tg(Pcsk9)+/0 ; Ldlr-/- Tg(Pcsk9)+/0 [245]. Dans une première série 
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d’expériences, ils ont montré que la déficience en PCSK9 protège du développement 

de l’athérosclérose en diminuant l’accumulation de cholestérol dans l’aorte des souris 

nourries pendant 12 semaines avec un régime pro-athérogénique. A l’inverse, les 

souris Tg(Pcsk9)+/0 présentent une forte augmentation du cholestérol intra-plaque 

ainsi qu’un développement accru de la plaque d’athérome [245]. Ensuite, ils ont mis 

en évidence que chez les souris ApoE-/- Pcsk9-/-, l’absence de PCSK9 protège de 

l’accumulation du cholestérol dans l’aorte. A l’inverse, chez les souris ApoE-/- 

Tg(Pcsk9)+/0, la sur-expression de PCSK9 augmente aussi bien l’accumulation du 

cholestérol que la taille de la plaque d’athérome. Enfin, la déficience ou la 

surexpression de PCSK9 chez des souris Ldlr-/-  est sans effet sur le développement 

de la plaque d’athérome [245]. Ces derniers résultats démontrent que PCSK9 agit sur 

l’athérosclérose de manière LDLR-dépendante.  

 En 2012, l’équipe Italienne dirigée par A. Catapano a montré par 

immunohistochimie que PCSK9 est présente dans la plaque d’athérome de patients 

[246]. En utilisant des cultures primaires de cellules musculaires lisses d’aorte, ces 

auteurs ont mis en évidence une expression de PCSK9 comparable à celles des 

cellules hépatiques HepG2. En outre, ces cellules sont capables de sécréter 

localement PCSK9 susceptible de dégrader le LDLR au niveau des macrophages 

[246]. Plus récemment, une équipe a montré que PCSK9 a un effet local sur le 

développement de l’athérosclérose, via le recrutement de monocytes et l’aggravation 

de l’inflammation via les macrophages de façon LDLR-dépendante et 

indépendamment du niveau de cholestérol [247]. Une autre étude en 2018 a montré 

que l’inhibition de PCSK9 par siRNA dans des cultures de cellules dendritiques et de 

lymphocytes T provenant de plaques d’athérosclérose humaines empêche la 
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production d’IFN-γ et d’IL17 [248]. De plus, PCSK9 joue un rôle dans la maturation 

des cellules dendritiques intra-plaque de l’athéroclérose [249][250].  

 Ensemble, ces études montrent que PCSK9 est exprimée dans les cellules 

musculaires lisses et joue un rôle important dans le développement de 

l’athérosclérose. PCSK9 accroît la présence de lipide au niveau de la plaque de 

manière LDLR-dépendante et augmente le recrutement et l’activation des cellules 

immunitaires de la plaque d’athérome. Des études supplémentaires sont nécessaires 

afin de mettre en lumière l’effet des inhibiteurs de PCSK9 sur la composition de la 

plaque.  

  5) Action de PCSK9 sur le développement 

 PCSK9 a tout d’abord été nommé NARC-1 (Neural Apoptosis-Regulated 

convertase 1); ce nom avait été choisi de par sa découverte et son expression très 

forte dans les cultures de cellules neuronales [120]. La surexpression de PCSK9, par 

transfection, est associée à une augmentation du recrutement des cellules 

progénitrices neurales indifférenciées [120]. Des observations supplémentaires ont 

montré que PCSK9 est présente dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) et pourrait 

jouer un rôle dans la neurogénèse [251]. Deux paramètres importants suggèrent que 

le métabolisme de PCSK9 au niveau cérébral est régulé de manière indépendante par 

rapport au reste de l’organisme : d’une part, les concentrations de PCSK9  dans le 

LCR sont 200-300 plus faibles par rapport à celles mesurées dans le sang ; 2) 

contrairement aux concentrations sanguines, les concentrations de PCSK9 dans le 

LCR ne sont pas affectées par le rythme circadien [251]. Une étude sur le 

développement du système nerveux du zebrafish montre que PCSK9 est essentielle 

dans le processus de neurogénèse. En effet, dans ce modèle animal, l’inhibition de 
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l’expression de PCSK9 entraîne une désorganisation des neurones et une mort rapide 

(96h) après la fertilisation [252]. A l’inverse, l’invalidation totale de PCSK9 chez la 

souris ne semble altérer ni le développement ni la survie globale [177][154]. Chez 

l’Homme, la question reste posée. Plusieurs des mutations LOF identifiés sont 

relativement fréquentes à l’état hétérozygote (entre 1 et 5% pour certaines, voir 

paragraphe 1.3.b du chapitre 2) [123][204][145]. Les patients porteurs sont exposés 

tout au long de leur vie à un niveau faible de PCSK9 et de LDL-C mais ne semblent 

pas souffrir de dysfonction cognitive [253][254]. De manière curieuse à la vue de la 

prévalence des mutations LOF, seuls trois cas de patients porteurs de mutations LOF 

à l’état homozygote (ou hétérozygote composite) et présentant une absence de 

PCSK9 dans leur sang ont été décrits à l’heure actuelle [145][255][146]. Il est tentant 

de spéculer qu’à l’état homozygote, les mutations LOF pourraient altérer le 

développement et la viabilité des embryons. De manière intéressante, il a été montré 

que les niveaux circulants de PCSK9 sont plus faibles chez les rates « spina bifida » 

gestantes que chez les rates contrôles. De plus, les niveaux circulants de PCSK9 sont 

0,73 fois plus faibles dans le sérum des femmes enceintes « spina bifida » [256]. Une 

inquiétude est née lors des premières phases cliniques sur l’efficacité et la sécurité 

des anticorps anti-PCSK9 (FOURIER et ODYSSEY). Les premiers résultats 

semblaient suggérer une légère augmentation des évènements neurocognitifs dans 

les groupes traités par les inhibiteurs anti-PCSK9 [257][210]. Toutefois, une étude a 

été spécifiquement développée pour explorer ce point : l’étude EBBINGHAUS 

(Evaluating PCSK9 Binding Antibody Influence on Cognitive Health in High 

Cardiovascular Risk Subjects) dérivant de l’étude FOURIER pour denombrer la 

survenue des évènements neurocognitifs pendant 18 mois suite à l’injection de 

l’évolucumab. Il s’avère que les patients traités par l’évolocumab ne présentent pas 
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davantage de troubles neurocognitifs que les sujets contrôles [258]. Les mêmes 

résultats ont été reportés chez les patients traités à l’alirocumab pendant 2 ans [259].  

 Tous ces résultats tendent à montrer un rôle de PCSK9 dans le développement 

du système nerveux mais ce rôle est suffisamment localisé et ponctuel pour que les 

thérapies visant à inhiber PCSK9 ne déclenchent pas de dysfonctions neurocognitives. 

 6) Action de PCSK9 sur les canaux lymphatiques 

Il a été montré que PCSK9 joue un rôle sur le maintien et le bon fonctionnement 

des canaux lymphatiques [260]. Les canaux lymphatiques sont cruciaux dans le 

phénomène de RCT. Notamment en permettant l’efflux des particules HDL de la 

périphérie vers le foie pour leur élimination par SRB1 (Scavenger Receptor B1) [261]. 

Il a été montré en 2009 que les souris hypercholestérolémiques ApoE-/- présentent une 

dysfonction des canaux lymphatiques associée à un œdème et une accumulation des 

lipides [262]. En effet, il est suggéré que le HDL lors du RCT est drainé en premier lieu 

par les canaux lymphatiques [263]. En 2016, une étude a montré que les souris Pcsk9-

/- ont moins d’HDL dans leur lymphe que les souris contrôles, une réduction pouvant 

être due à un RCT plus efficace [260]. De plus, l’absence de PCSK9 améliore la 

fonction des vaisseaux lymphatiques, comme illustré par la migration accrue des 

cellules dendritiques ainsi qu’une coloration plus nette et continue des canaux 

lymphatiques par injection d’une solution de bleu Evans [260]. L’impact direct ou non 

de PCSK9 sur les canaux lymphatiques reste à approfondir. 
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IV) Relation entre lipides et système immunitaire 

Il existe une relation étroite entre le système immunitaire et le développement 

des MCV. Le meilleur exemple de pathologie alliant ces deux composantes est, sans 

doute, l’athérosclérose. Un des éléments clefs dans le développement de cette 

pathologie est le RCT qui consiste au « retour » du cholestérol périphérique, 

notamment des macrophages, vers le foie via les HDL (Figure 14). Dans des 

conditions physiologiques, l'Apo-AI, qui est le principal composant protéique des HDL, 

est sécrétée par le foie et l’intestin, et est assemblée en une particule nommée pré-

βHDL en raison de son interaction avec ABCA1 sur les hépatocytes et les entérocytes 

[264]. L'ABCA1 sur les macrophages favorise l'efflux de cholestérol et de 

phospholipides sur ces particules pré-βHDL relativement pauvres en lipides, initiant le 

processus de RCT. L'ABCG1 favorise un nouvel efflux de cholestérol sur les particules 

d’HDL. Le cholestérol libre dans les HDL est estérifié par l'enzyme lécithine-cholestérol 

acyltransférase (LCAT), qui donne naissance aux esters de cholestérol. Le cholestérol 

libre et les esters de cholestérol dans les HDL peuvent être directement éliminés par 

le foie [265]. Le cholestérol capté par le foie lors du RCT peut être recyclé sous forme 

de VLDL, ou peut être excrété dans la bile via ABCG5 et ABCG8 [114]. Chez l'homme, 

la CETP (Cholesteryl Ester Transfer Protein) plasmatique sert de médiateur pour 

l'échange des esters de cholestérol des HDL vers les VLDL et des triglycérides des 

VLDL vers les HDL [266]. Une cascade lipolytique médiée par la lipoprotéine lipase et 

la lipase hépatique provoque l'hydrolyse des triglycérides et entraîne la formation de 

particules LDL riches en cholestérol et en esters de cholestérol. Bien que le LDL soit 

en grande partie éliminé dans le foie, une fraction peut fournir du cholestérol aux tissus 

périphériques et une petite proportion est absorbée par la paroi artérielle, où elle est 

modifiée par oxydation ou agrégation, ce qui entraîne son absorption par les 
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macrophages. Le LDL modifié dans la paroi artérielle favorise la signalisation des TLR 

[267] au niveau des macrophages et est absorbé par ces derniers, ce qui conduit à la 

formation de cellules spumeuses, à la production de myéloperoxydase et à 

l'inflammation.  

 
Figure 14 : Mécanisme du transport inverse du cholestérol et sa régulation par 

les réponses immunitaires innées (adapté de Tall et al. 2015) 
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L’intestin et le foie produisent l’Apo-AI, cette protéine sert de base à la formation des 
particules de pré-βHDL. Une fois dans la paroi artérielle les pré-βHDL vont capter le 
cholestérol des macrophages via le transporteur ABCA1. Cette étape permet la 
formation des HDL, ces HDL vont accepter, une fois de plus, le cholestérol des 
macrophages par le transporteur ABCG1. Ces particules d’HDL saturés de cholestérol 
vont circuler via la circulation lymphatique puis sanguine et retourner au foie. Le 
récepteur SRB1 va lier les HDL et transférer le cholestérol de ces lipoprotéines dans 
les hépatocytes. Dans la circulation sanguine, les HDL peuvent, sous l’effet de la 
CETP, transférer une partie de leur cholestérol vers les VLDL en échange de 
triglycérides. Les VLDL sous l’effet des différentes lipases seront petit à petit 
hydrolysés en LDL. Les LDL petites et denses vont pénétrées dans la paroi artérielle 
s’aglutiner en agrégat ou s’oxyder. Ces modifications vont augmenter leur affinité avec 
les macrophages et conduire à la formation de cellules spumeuses débordant de 
cholestérol.  

 
En plus du rôle des macrophages et du transport inverse du cholestérol, des 

études ont montré que les mastocytes, d’autres cellules du système immunitaire, 

peuvent influencer le développement de MCV. Les premiers indices de la relation entre 

mastocytes et athérosclérose ont été rapportés en 2007 dans les études pré-cliniques 

murines [268][269]. En effet, l'utilisation d'un modèle de souris Ldlr-/- couplées avec 

des souris déficientes en mastocytes Kit-/- a révélé que l’absence de mastocytes réduit 

les niveaux de cholestérol et de triglycérides dans le sang et le foie [268]. A l’inverse, 

l’activation des mastocytes par le C48/80 augmente les niveaux plasmatiques de 

cholestérol et de triglycérides [270]. De plus, la présence des cellules inflammatoires 

(macrophages, lymphocytes T) dans la plaque d’athérome est réduite chez les souris 

dépourvues de mastocytes [268][271].  

L’activation des mastocytes est un phénomène pouvant exacerber le 

développement des MCV. En effet, les mastocytes activés dégranulent, libérant 

l'histamine, la chymase, la tryptase et des cytokines pro-inflammatoires. L’activation 

des mastocytes peut se faire par différents stimuli parmi lesquels nous retrouvons le 

LDL via le TLR4 (Figure 15) [272][273]. De plus, chez les patients avec différents 
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degrés d’athérosclérose, les niveaux de tryptases plasmatiques sont corrélés à 

l’aggravation de la déstabilisation de la plaque et plus important encore, cette protéase 

est un facteur de risque indépendant des MCV [274][275][276]. L'IgE 

(Immunoglobuline E) est un autre activateur des mastocytes ; il a été montré que les 

niveaux d’IgE sont plus élevés dans le sang des patients avec une forte concentration 

de lipoprotéines non HDL. De plus, chez les patients qui présentent une maladie 

coronaire, les niveaux plasmatiques d’IgE sont plus élevés que chez les sujets sains. 

Enfin, les souris ApoE-/- Fcεr1a-/- (déficientes en récepteur FcεR) double KO ont une 

réduction de leur plaque d’athérome et de l’infiltrat cellulaire [277].  

 

Figure 15 : Activation des mastocytes par les récepteurs (adapté de Shi et al. 2015) 

 

D’un point de vue mécanistique, les mastocytes et leurs molécules pro-

inflammatoires une fois sécrétées dans le liquide extracellulaire vont induire une série 

d’évènements favorisant l’apparition de cellules spumeuses (Figure 16). En effet, 

l'histamine sécrétée induit des espaces entre les cellules endothéliales, augmente 

localement la perméabilité aux particules de LDL et de HDL plasmatiques, augmentant 

ainsi leur passage dans l'espace sous-endothélial [278]. Certaines des particules de 

LDL affluentes se lient à l'héparine en granules et sont protéolysées par la chymase. 

Les particules de LDL protéolysées deviennent instables et fusionnent en de plus 
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grosses gouttelettes de lipides dérivées des LDL à la surface du granule. Le granule, 

avec sa charge de gouttelettes lipidiques, est phagocyté par un macrophage pour 

finalement former une cellule spumeuse [279]. Certaines des particules sous-

endothéliales preβ-HDL sont protéolysées par la chymase et la tryptase, et perdent 

ainsi leur capacité à interagir avec le transporteur ABCA1, médiateur de l’efflux de 

cholestérol, à la surface des macrophages [280]. Ensemble, la stimulation de 

l'absorption du cholestérol et l'inhibition de l’efflux de cholestérol, pourraient favoriser 

la formation de cellules spumeuses dans l'intima, et ainsi participer à la formation d'une 

lésion d’athérosclérose. 
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Figure 16 : Formation de cellules spumeuses par l’activation des mastocytes 

dans l’intima de la paroi artérielle 

Les mastocytes activés vont relarguer différentes molécules, notamment l’histamine 
et des protéases. Sous l’effet des protéases les pré-βHDL vont subir une dégradation 
protéolytique empêchant l’interaction avec ABCA1 et le transfert du cholestérol des 
macrophages vers les pré-βHDL. L’histamine va augmenter la perméabilité de la paroi 
artérielle et l’infiltration des particules de LDL dans l’intima des vaisseaux sanguins. 
Sous l’effet des protéases, les LDL vont fusionner et créer des agrégats augmentant 
la phagocytose des macrophages et leur transformation en cellules spumeuses. 
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V) Action inflammatoire de PCSK9 

Récemment un lien direct entre PCSK9 et l’inflammation a été suggéré. En effet, 

Les niveaux circulants de PCSK9 sont corrélés au nombre de globules blancs chez 

les patients atteints de maladie coronaire stable [281]. De plus, une étude in vitro a 

mis en évidence que la diminution de l’expression de PCSK9 par siRNA dans des 

cultures de macrophages réduit la réponse inflammatoire induite par les LDL oxydés 

[282]. Enfin, l’utilisation de l’alirocumab dans un modèle de souris 

hypercholestérolémiques réduit le recrutement de monocytes et améliore la 

composition de la lésion athéromateuse [283].  

Au-delà du rôle de PCSK9 dans la réponse inflammatoire liée à 

l’athérosclérose, de nombreuses études indépendantes ont montré un lien entre 

PCSK9 et choc septique [284][285]. Ainsi, l’expression de PCSK9 hépatique est 

notamment augmentée en réponse à une inflammation induite par le 

lipopolysaccharide (LPS) chez la souris [286]. En effet, l’inhibition génétique ou 

pharmacologique de PCSK9 est associée avec un meilleur pronostic au cours d’un 

choc septique aussi bien chez la souris que chez l’homme [285]. De plus, une étude 

de souris avec un système immunitaire humanisé sur-exprimant une forme GOF de 

PCSK9 dans le foie a montré une prolifération accrue des lymphocytes T CD4+ et 

CD8+, une baisse des lymphocytes T régulateurs et une augmentation de 

l’inflammation au niveau du foie et des poumons [287]. 

L’ensemble de ces travaux suggèrent que PCSK9 aurait un profil pro-

inflammatoire. D’autres études sont nécessaires afin de comprendre son rôle direct ou 

non dans les processus inflammatoires. 
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Très peu d’études se sont intéressées à la relation entre allergie et maladies 

cardiovasculaires. Les quelques études montrent que les patients allergiques sont plus 

sujets aux maladies coronaires que les sujets non allergiques. Les auteurs expliquent 

cette association par l’inflammation chronique que subissent ces patients. En effet, le 

terrain pro-inflammatoire chez les individus allergiques notamment par la 

dégranulation des mastocytes entraîne une augmentation de la survenue des MCV 

[288].  
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Chapitre 3 : l’allergie alimentaire 

 I) Définition et prévalence 

  1) Définition et symptômes 

Le système immunitaire des mammifères est adapté pour tolérer certains 

antigènes tout en répondant de manière appropriée aux antigènes néfastes tels que 

ceux des agents pathogènes. Cependant, bien que les antigènes alimentaires soient 

étrangers au système immunitaire, une surveillance immunitaire saine entraîne un état 

de non-réactivité immunitaire, ce phénomène est appelé "tolérance ". Il a été montré 

que 2 % des protéines alimentaires passent par la barrière intestinale [289] et sont 

disséminées dans le sang ou la lymphe. Une fois qu’ils ont passé la barrière épithéliale, 

les antigènes sont pris en charge par les cellules présentatrices d’antigènes (APC) qui, 

en absence d’un signal de co-stimulation, induisent une tolérance [290][291][292]. A 

l’inverse, lorsque la tolérance orale est rompue, une réaction immunitaire se met en 

place suite à l’ingestion d’un allergène spécifique, ce phénomène est appelé : allergie 

alimentaire. 

Tous les aliments sont susceptibles d’être transformés en allergène, mais en 

réalité certains aliments sont plus allergènes que d’autres. En effet, chez les enfants, 

le lait de vache, l'œuf, l'arachide, le soja, les fruits à coque et les fruits de mer 

représentent la majorité des allergies alimentaires (Table VI) [293]. Toutefois, nombre 

de ces allergies précoces sont associées à une rupture dans le développement de la 

tolérance, ce qui conduit à un spectre d'allergies différent chez les adultes (Table VI) 

[293]. Les symptômes de l’allergie alimentaire sont divers et variés selon le type 

d’allergène et les individus. Cette diversité rend le diagnostic compliqué. Les 

symptômes peuvent apparaître entre quelques minutes et quelques heures après 
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l’ingestion de l’allergène. Ils peuvent se présenter en touchant plusieurs organes 

comme la peau, le système digestif et l’appareil respiratoire induisant différentes 

réactions comme l’urticaire, des nausées, vomissements, un œdème ou même de 

l’asthme [294]. 

 

Aliment Prévalence (%) 

Enfants 

Lait de vache 2,5 

Œuf 1,3 

Arachide 0,8 

Soja 0,4 

Fruits à coque 0,2 

Fruits de mer 0,1 

Adultes 

Fruits de mer 2 

Arachide 0,6 

Fruits à coque 0,5 

Poissons 0,4 

Tableau VI : Prévalence des allergies alimentaires chez les enfants et les 
adultes 

Il existe plusieurs types d’allergies alimentaires classées selon l’importance des 

immunoglobulines E dans la pathologie. Les allergies alimentaires ont été découpées 

en 3 classes : les allergies IgE médiées, les allergies non IgE médiées et les allergies 

mixtes (Table VII). 



 73 

1.1) Allergies alimentaires IgE médiées 

Cette classe d’allergies alimentaires est celle qui présente les symptômes les 

plus sévères et qui peut même être fatale. La physiopathologie de cette classe 

d’allergie alimentaire est caractérisée par la dégranulation des mastocytes et des 

basophiles activés par les IgE et l’apparition rapide des symptômes. Ce phénomène 

est possible par la reconnaissance des allergènes par les IgE liées aux FcεRI à la 

surface de ces cellules immunitaires. Ce couplage entre les IgE spécifiques de 

l’allergène et l’allergène va permettre une dimérisation du complexe IgE-FcεRI et, 

ainsi, induire la dégranulation des particules d’histamine et d’autres facteurs pro-

inflammatoires [295]. Après cette réponse immédiate, l’inflammation est maintenue par 

la production de novo de leucotriènes, du facteur d’activation des plaquettes et de 

cytokines comme les interleukines IL-4, IL-5 et IL-13 [295]. 

1.2) Allergies alimentaires IgE non médiées 

 Cette catégorie d’allergies alimentaires se caractérise par une réaction 

allergique médiée par les éosinophiles. La plupart des allergies alimentaires IgE non 

médiées affectent principalement le tractus gastro-intestinal, plutôt que la peau et les 

voies respiratoires. Ces manifestations conduisent à différents symptômes cliniques 

comme l’œsophagite, la rectocolite allergique, et l’entérocolite induite par les protéines 

alimentaires (pour revue [296]). 

    1.3) Allergies alimentaires mixtes 

Cette catégorie d'allergies alimentaires est caractérisée par des voies 

dépendantes et indépendantes des IgE. Les manifestations résultant de facteurs 
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indépendants des IgE comprennent la dermatite atopique liée à une allergie 

alimentaire retardée (6-48 heures après l'exposition) [297]. Ce retard est causé par 

l'action des lymphocytes T helper 2 (Th2) [298] et les troubles gastro-intestinaux 

éosinophiles, tels que l'œsophagite, qui sont souvent déclenchés par des allergènes 

du lait et causés par l'infiltration éosinophile des tissus [299].  

 

Sous-type 

d’allergie 

Âge des 

patients 
Allergènes Symptômes 

Allergies IgE médiés 

Pas de sous-type 
Enfants > 

Adultes 

Lait, œuf, blé, soja, 

arachides, fruit à coque, 

poisson, fruit de mer 

Démangeaisons, urticaire, œdème 

de Quincke, douleurs abdominales, 

vomissement, diarrhée et 

hypotension 

Allergies IgE non médiées 

FPIES (Food 

Protein Induced 

Enterocolitis 

Syndrome) 

Enfants 
Lait, riz, soja, œuf et 

avoine 

Vomissement, diarrhée et défaut 

de croissance 

FPIP (Food Protein 

Induced 

Proctocolitis) 

Enfants Lait, soja, blé et œuf Saignements rectaux 

FPE (Food Protein 

Enteropathy) 
Enfants Lait, soja, blé et œuf 

Diarrhée, défaut de croissance, 

malabsorption et stéatorrhée 

Allergies mixtes 

Allergie alimentaire 

associée à la 

dermatite atopique 

Enfants > 

Adultes 

Lait, œuf, blé, soja, 

arachide, fruit à coque, 

poisson et fruit de mer 

Exacerbation de la dermatite 

atopique après ingestion d’un 

allergène 
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Œsophagite à 

éosinophiles 

Enfants et 

Adultes 

Lait, blé, œuf, viande, 

soja et poulet 

Vomissement, défaut de 

croissance, surcharge fécale et 

brûlures d’estomac 

Autres désordres 

gastro-intestinaux à 

éosinophiles 

Enfants et 

Adultes 

Lait, œuf, blé, soja, fruit à 

coque, poisson, fruit de 

mer et viande 

Douleurs intestinaux variées 

Tableau VII : Classification des allergies alimentaires (adapté de Yu et al. 
2016) 

1) Données de prévalence et études cliniques 

Le sentiment d’une réaction indésirable à l’ingestion de nourriture, allergie ou 

intolérance alimentaire est commun. Dans une étude conduite au Royaume-Uni, 20% 

de la population répond être intolérante à certains aliments. Cependant, lorsqu’une 

étude en double aveugle avec challenge oral est conduite, seulement 2% des patients 

présentent une réaction immunologique [300]. De plus, la même discordance entre 

questionnaire et réaction au challenge est observée dans une étude allemande. Avec 

cette fois une prévalence de 3,6% de réactions allergiques avec plus des deux tiers 

présentant une réaction IgE médiée [301]. La prévalence de l’allergie alimentaire est 

plus importante chez les enfants que chez les adultes. La prévalence des allergies IgE 

spécifiques diminue avec l’âge de 3,8% chez les 6 – 19 ans et 1,3% chez les plus de 

60 ans [302]. La prévalence de l’allergie alimentaire est hétérogène suivant les régions 

et est en augmentation dans certaines parties du monde lorsqu’elle reste stable dans 

d’autres [303] (Figure 16). En effet, une étude chinoise montre un doublement des 

allergies IgE médiées à 10 ans d’intervalle dans le même type de population (des 

enfants de 0 à 24 mois) passant de 3,5% en 1999 à 7,7% en 2009 [304] alors que                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    
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le Royaume-Uni, la Finlande et le Canada présentent des prévalences stables des 

allergies alimentaires [305][306][307]. 

En résumé, les études tendent à estimer la prévalence de l’allergie alimentaire 

à environ 5 à 7% [303] chez les enfants et environ 2% chez les adultes [308] (Figure 

17). 

 

 

Figure 17 : Prévalence de l’allergie alimentaire dans le monde (adapté de 
Renz et al. 2018) 

  3) Augmentation des allergies 

 La prévalence des allergies alimentaires est en augmentation ces dernières 

années. Ce phénomène est maintenant reconnu comme un enjeu majeur de santé 



 77 

publique. Entre 1997 et 2007, une étude visant à déterminer la prévalence de l’allergie 

alimentaire par auto-déclaration chez les enfants âgés de moins de 18 ans a montré 

que la prévalence a augmenté de 18% pour atteindre 3,9% et a continué d’augmenter 

pour atteindre 5% en 2011 aux États-Unis [310][311]. Encore plus récemment, toujours 

aux États-Unis, le dernier rapport fait mention d’une augmentation des hospitalisations 

pour un choc anaphylactique causé par une allergie alimentaire, notamment celle à 

l’arachide, qui a augmenté de 413% en 10 ans [312]. De plus, une étude conduite 

entre 1997 et 2013 en Australie montre une augmentation des décès par choc 

anaphylactique après allergie alimentaire de 9,7% par an [313]. 

L'augmentation significative de la prévalence des allergies alimentaires sur une 

courte période suggère que des facteurs génétiques, environnementaux et le style de 

vie jouent un rôle dans son étiologie. 

  4) Facteurs de risque des allergies alimentaires 

   4.1) Facteurs génétiques 

 L’allergie alimentaire est une maladie ayant une composante héréditaire. En 

effet, les enfants qui ont des parents ou frères et sœurs allergiques à l’arachide ont 7 

fois plus de risques de développer la même allergie [314]. De plus, les jumeaux 

monozygotes ont un risque 64% plus élevé de développer une allergie à l’arachide si 

l'un d'entre eux présente une telle allergie [315]. En plus de ces études sur l’hérédité, 

des polymorphismes génétiques ont été associés au développement d’allergies 

alimentaires. C’est le cas d'un polymorphisme de STAT6 (Signal Transducer and 

Activator of Transcription 6) qui est associé à une allergie au noix [316]. Dans le même 

contexte, des polymorphismes des gènes de l’IL-10 et l’IL-13 ont été associés à un 
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risque accrue de développement d’allergies alimentaires [317][318]. Enfin, De 

nombreuses études ont montré que les mutations LOF de la filaggrine, un gène 

important dans l’intégrité de la barrière épithéliale notamment au niveau de la peau, 

sont associées au développement de dermatite atopique et de l’allergie à l’arachide 

[319]. Néanmoins aucun gène n’a clairement été associé au développement de 

l’allergie alimentaire ; ce qui suggère un rôle fondamental de notre environnement. 

   4.2) Microbiote 

En 1989, Strachan a émis l'hypothèse, pour expliquer l’accroissement de la 

prévalence des allergies, que l’exposition aux risques d’infection pendant la petite 

enfance et aux microbes était liée à la taille des fratries et était inversement 

proportionnelle aux risques de développement d’allergies [320]. Des études ultérieures 

ont modifié l'hypothèse initiale de l’hygiénisme pour suggérer un rôle de la flore 

microbienne dans la prédisposition aux allergies, reflétant l'impact d'un style de vie 

dans la restriction de l'exposition et de la colonisation par des bactéries commensales 

[321]. L’intestin est connu pour être colonisé par une quantité extrêmement importante 

de bactéries notamment au niveau du colon (environ 1011 de bactéries/mm de colon) 

[322]. Normalement, des communautés saines et diversifiées de bactéries 

commensales favorisent des réponses immunitaires tolérogènes qui offrent une 

protection efficace à long terme contre le développement de maladies allergiques et 

inflammatoires (Figure 18) [323]. A l’inverse, une colonisation anormale conduisant à 

une dysbiose peut entraîner une susceptibilité plus forte aux maladies atopiques et 

inflammatoires, même si la relation de cause à effet entre dysbiose et allergie reste 

encore mal définie (Figure 18). Il a notamment été montré que la dysbiose est 
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importante dans le développement et la persistance des allergies alimentaires, aussi 

bien chez l’Homme que dans les modèles animaux [324].  

Concernant la tolérance favorisée par le microbiote, différents mécanismes sont 

proposés. Tout d’abord, il a été montré que les bactéries commensales produisent des 

acides gras à chaînes courtes (SCFA, Short Chain Fatty Acid) comme l’acétate, le 

propionate et le butyrate à partir des fibres alimentaires [325][326]. Ces SCFA se fixent 

aux récepteurs couplés aux protéines G (GPR) à la surface des entérocytes 

notamment GPR43 et GPR109. Cette fixation induit une activation de l’inflammasome 

et une production d’IL-18, connue pour garantir l’intégrité de la barrière épithéliale 

[327][328]. Ensuite, les SCFA, notamment le butyrate, provoquent une augmentation 

du nombre de lymphocytes T régulateurs au niveau du colon [329][330][331]. Le 

mécanisme expliquant cette expansion des lymphocytes T régulateurs (Treg) passe 

par l’inhibition de l’histone déacétylase par les SCFA. Cette inhibition entraîne une 

acétylation de l’histone H3 sur le promoteur de Foxp3 conduisant à la différenciation 

des lymphocytes T en Treg [329][330]. De plus, le propionate peut induire l’expansion 

des Treg par le GPR43 [331]. Enfin, les bactéries de la classe des Clostridia, qui sont 

les bactéries produisant le plus de SCFA, induisent la production d’IL-22 via la 

reconnaissance de la flageline par le TLR5 [332]. Cette production est possible grâce 

à la stimulation des cellules lymphoïdes innées (iLC, innate lymphoid cells) et des 

lymphocytes T RORγ+ (RAR-related Orphan Receptor γ). L’IL-22 permet de garantir 

l’intégrité de la barrière épithéliale et de stimuler l’expression de peptides anti-

microbiens comme REG3β3 et le mucus (Figure 18) [333]. 
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Figure 18 : Induction de la tolérance par le microbiote 

Les SCFA vont activer, au niveau des entérocytes, les récepteurs couplés au protéine 
G. Cette activation va conduire à la production d’IL-18 et augmenter l’intégrité de la 
barrière intestinale. Les SCFA passant la barrière intestinale vont activer les GPR des 
cellules dendritiques CD103+ et induire la polarisation des lymphocytes T naîfs en 
lymphocytes T régulateurs. De même, les SCFA vont stimuler la prolifération des 
ltmphocytes T régulateurs toujours via les GPR. Enfin, les SCFA vont augmenter la 
production d’IL-22 important dans le maintien de l’intégrité de la barrière intestinale. 
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Les modèles animaux ont apporté les premiers arguments sur l’impact de la 

dysbiose sur les allergies alimentaires grâce à l’utilisation de la lignée murine Il4raF709, 

qui possède une mutation GOF de la chaîne alpha du récepteur de l’IL-4 (IL-4Rα) 

[334]. Le développement de l’allergie alimentaire chez ces souris est associé à une 

composition de bactéries commensales particulière par rapport aux souris sauvages 

traitées de la même manière. De plus, le transfert fécal de bactéries des souris Il4raF709 

vers des souris sans aucune bactérie (Germ-Free, GF) transmet leur susceptibilité aux 

allergies alimentaires. Les souris GF avec le microbiote des souris ll4raF709 présentent 

une augmentation des IgE spécifiques à l’ovalbumine et les symptômes 

anaphylactiques après un challenge oral. Enfin, chez les souris ll4raF709, le transfert 

rétro-orbital de Treg spécifiques de l’ovalbumine supprime l’allergie et restructure le 

microbiote [335]. De plus, une étude a utilisé le microbiote d’enfants non allergiques, 

considéré comme protecteur, et transféré dans des souris GF. Ce microbiote, 

caractérisé par la présence forte de Bifidobacterium et Bacteroides, supprime la 

présence des IgG1 spécifiques de la β-lactoglobuline, la dégranalution des mastocytes 

et les symptômes après challenge [336]. Toutes ces études in vivo ont permis 

d’orienter les études chez l’Homme (Figure 19). 

Les premières études, basées sur la culture des bactéries sur des milieux 

sélectifs, suggèrent que les enfants atteints d’allergies au lait possèdent plus de 

bactéries anaérobies que les enfants non allergiques [337]. Cependant dans 3 autres 

cohortes Européennes, aucune association n’a été trouvée entre les bactéries 

commensales cultivables et l’allergie alimentaire [338]. Ces résultats peuvent 

s’expliquer par la difficulté à disposer d’espèces de bactéries cultivables. 
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Une étude canadienne, utilisant le séquençage des ARNr 16S (ARN ribosomal), 

donne une idée plus précise de l’impact de la dysbiose sur les allergies alimentaires. 

En effet, cette étude a montré que la réduction de la diversité microbienne chez des 

bébés de 3 mois est associée à une sensibilisation alimentaire à 12 mois. Cette 

diminution de diversité est liée à une diminution des Bacteroidaceae et un 

enrichissement en Enterobacteriaceae [339].  

Toutes ces données montrent clairement que le microbiote est un facteur crucial 

du développement des MCV. Nous détaillerons les thérapies visant à traiter la 

dysbiose afin de combattre les allergies alimentaires dans un paragraphe dédié. 
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Figure 19 : Induction de l’allergie alimentaire par le microbiote 

La diminution de l’abondance et de la diversité des bactéries commensales diminue la 
quantité de SCFA présent dans la lumière intestinale. Cette diminution de SCFA 
entraîne une altération de la barrière intestinale permettant l’entrée d’antigènes 
bactériens et alimentaires. La prise en charge des antigènes par les DC CD103+ 
permet l’activation des lymphocytse T naïfs en lymphocytes Th2, pro-inflammatoires. 

   4.3) Voies d’exposition aux allergènes 

 La voie orale était traditionnellement considérée comme la voie majeure de 

sensibilisation aux allergènes alimentaires. Cependant, dans la plupart des cas, les 

enfants ont une réaction allergique à l’arachide dès leur première ingestion de 
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cacahuètes [340], suggérant que la sensibilisation a eu lieu par voie non-orale ou 

durant la grossesse.   

 L’influence de l’alimentation maternelle sur la sensibilisation alimentaire du futur 

bébé est sujet à controverse. En effet, des études suggèrent que la consommation 

d’arachide durant la grossesse peut être un facteur de risque de sensibilisation à 

l’arachide [341]. Alors que d’autres études ne montrent aucune influence sur la 

sensibilisation prénatale [342] ou même rapportent un rôle protecteur à la 

sensibilisation [343].   

 L’hypothèse de la double exposition suggère que l’exposition précoce à un 

allergène alimentaire via une barrière cutanée altérée favorise la sensibilisation 

lorsque l’exposition précoce par voie orale conduit à la tolérance [344]. Il y a une forte 

association entre la dermatite atopique et la sensibilisation alimentaire [345]. En effet, 

l’eczéma est considéré comme un facteur de risque majeur du développement de 

l’allergie alimentaire [346][347]. De plus, les lymphocytes T spécifiques de l’arachide 

des patients allergiques expriment le marqueur cutané CCR4 [348]. 

 Dans l'ensemble, ces résultats suggèrent que la peau des enfants souffrant de 

maladies inflammatoires cutanées est le site majeur de sensibilisation aux allergènes 

alimentaires (Figure 20). 
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Figure 20 : Hypothèse de la double exposition et pathogénèse de l’allergie 
alimentaire (adapté de Du Toit et al. 2016) 

L’allergie alimentaire est favorisée par l’exposition cutanée des allergènes. Cette 
exposition permet le développement des lymphocytes T naïfs en lymphocytes Th2. A 
l’inverse l’exposition orale aux allergènes induit une tolérance par le développement 
de lymphocytes T régulateurs 
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 II) Rôle de la barrière intestinale 

  1) Structure de l’intestin : organe immunitaire 

L’intestin est le plus large réservoir de cellules immunitaires du corps humain. 

L'une de ses fonctions est de protéger l’organisme contre les pathogènes extérieurs. 

L’intestin, organe immunitaire, peut être divisé en sites inducteurs et site effecteurs. 

Les sites inducteurs sont appelés GALT (Gut-Associated Lymphoid Tissue) et se 

composent des plaques de Peyer (PP), des follicules lymphoïdes isolés et des 

ganglions lymphatiques mésentériques [349]. Les PP et les follicules lymphoïdes 

isolés contiennent des lymphocytes T et B, des macrophages et des cellules 

dendritiques. En plus de ces cellules immunitaires, les sites inducteurs se caractérisent 

par la présence de cellules spécialisées au niveau de l’épithélium intestinal, les cellules 

M [290]. Les sites effecteurs sont constitués de la lamina propria et de l’épithélium. Ils 

sont caractérisés par la présence de lymphocytes, notamment de type T, des 

macrophages, des éosinophiles, des cellules dendritiques et des mastocytes, plus 

particulièrement dans l’épithélium on retrouve des lymphocytes intra-épithéliaux 

(Figure 21) [350].  

Ces structures effectrices et inductrices sont présentes afin de trier les 

antigènes pathogènes et inoffensifs, comme ceux provenant des aliments. Ce 

processus de non réponse alimentaire ou tolérance met en jeu de nombreux 

processus. A l’inverse, une rupture de ces processus induit le développement 

d’allergies alimentaires. 
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Figure 21 : Schéma de la structure de l’intestin en tant qu’organe immunitaire 

L’intestin est organisé en structure immunitaire de part la présence de nombreuses 
cellules immunitaires comme les DC, les lymphocytes intra-épithéliaux et de la lamina 
propria. De plus la présence des plaques de Peyer et des follicules permettent le 
développement et l’activation des lymphocytes B. La proximité de l’intestin avec les 
ganglions lymphatiques mésentériques fait de l’intestin un site privilégié des réponses 
immunitaires. 
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  2) Induction de la tolérance 

 En 1978, la découverte d’une population lymphocytaire suppressif, les 

lymphocytes T régulateurs, a permis de comprendre les mécanismes induisant la 

tolérance orale [351]. La tolérance implique un ensemble de mécanismes permettant 

la différenciation et la prolifération des lymphocytes Treg. De plus, la mise en place de 

la tolérance s’effectue dans les ganglions mésentériques et requiert la migration des 

cellules présentatrices d’antigènes via le récepteur de chemokines CCR7 [352]. Les 

antigènes alimentaires sont capables de passer la barrière intestinale par une diffusion 

paracellulaire, une transcytose par les entérocytes, une endocytose par les cellules M 

ou par prélèvement de la lumière intestinale par les cellules exprimant le marqueur 

CX3CR1 [353][354][355]. Une fois entrés, les antigènes sont pris en charge par les 

cellules dendritiques (DC) CD103+ qui migrent de la lamina propria vers les ganglions 

mésentériques et présentent l’antigène aux lymphocytes T naïfs. Cette interaction 

permet la génération des lymphocytes Treg par différents mécanismes. L’un des 

mécanismes s’effectue par la production d’acide rétinoïque par les ganglions 

mésentériques et les DC [356]. Un autre passe par l’expression de l’enzyme IDO 

(indoleamine 2,3-dioxygensae) par les DC, importante dans le catabolisme du 

tryptophane, qui une fois inhibée, diminue la différenciation des Treg et favorise 

l’induction des Th1 et Th17 [357]. De plus, la sécrétion par les DC de TGF-β 

(Transforming Growth Factor) permet, aussi, la différenciation en Treg [356]. Les 

lymphocytes Treg expriment le récepteur CCR9 et l’intégrine α4β7 à leur surface. Ces 

marqueurs permettent aux Treg d’interagir avec les entérocytes au niveau de la lamina 

propria et de migrer vers le GALT. Les Treg produisent une quantité importante d’IL-

10 (cytokine anti-inflammatoire) et de TGF-β favorisant la production d’IgA par les 

lymphocytes B (Figure 22). 
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Figure 22 : Mise en place de la tolérance au niveau intestinal 

Le passage des antigènes alimentaires par transcytose entérocytaire ou diffusion 
paracellulaire permet la prise en charge de ces antigènes par les DC CD103+. Ces 
DC vont migrer au niveau des ganglions mésentériques et libérer des facteurs de 
stimulation des lymphocytes T reg comme l’acide arachidonique et le TGF-β. Les 
lymphocytes T reg vont migrer vers la lamina propria et sécréter de l’IL-10 permettant 
le maintien de l’intégrité de la barrière intestinale. Au niveau des plaques de Peyer les 
lymphocytes T reg vont permettre la production d’IgA, un modulateur du microbiote, 
par les lymphocytes B. Les cellules CX3CR1+ capturent les antigènes directement à 
travers la barrière intestinale permettant leur entrée et la prise en charge par les DC 
CD103+. 
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III) Mécanismes de l’allergie alimentaire 

  1) La sensibilisation 

 L’évènement conduisant à la rupture de la tolérance orale, la sensibilisation 

allergique et le développement d'allergies alimentaires est, encore aujourd’hui, mal 

compris. En effet, il est admis que des voies multiples conduisent à un échec du 

développement ou à une perte de la tolérance orale en favorisant la génération de 

lymphocyte Th2.  

Les cellules épithéliales produisent du TSLP (Thymic Stromal Lymphopoietin), 

de l’IL-25 et de l’IL-33 en réponse à une blessure, une inflammation et à l’activation 

des cellules immunitaires innées. Ces cytokines sont connues pour conduire vers une 

inflammation pro-Th2 [358]. Cette activation des lymphocytes Th2 passe par une 

activation des cellules dendritiques, des mastocytes et des basophiles qui vont alors 

produire les cytokines et les signaux nécessaires à la maturation des lymphocytes Th0 

en Th2  [358].  

Des études montrent que l’IL-33 augmente la présence de OX40L (OX40 

ligand) à la surface des DC, ce qui permet la différenciation des lymphocytes T CD4+ 

naïfs en Th2 [359][360]. De plus, l’IL-33 est connue pour activer les cellules 

lymphoïdes innées de type 2 produisant une quantité importante d’IL-4 et inhibant la 

génération de Treg [361]. Enfin, l’IL-33 agit directement sur les mastocytes et 

augmente leur réactivité aux IgE [362]. 

Comme décrit dans le paragraphe 4.3 du chapitre 3, la dermatite atopique est 

un facteur de risque pour le développement des allergies alimentaires. Cette 

pathologie est associée à une augmentation des niveaux de TSLP [363]. Cette 
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cytokine active les DC, favorisant l’expression d’OX40L, et les basophiles orientant 

leur profil vers la production et la sécrétion d’IL-4 [364][365]. 

L’IL-25, la troisième cytokine produite par les cellules épithéliales favorable à la 

sensibilisation, est connue pour être augmentée dans l’intestin des souris présentant 

une allergie alimentaire. Il a été montré que la surexpression d’IL-25 dans l’intestin 

favorise l’apparition de l’allergie dans les modèles expérimentaux. A l’inverse, lorsque 

le récepteur de l’IL-25 est absent, les souris sont résistantes à l’induction de l’allergie 

alimentaire [366][364]. De plus, l’IL-25 agit sur les ILC2 et les active afin qu’elles 

produisent des cytokines pro-Th2 [366]. 

Une fois différenciées en lymphocytes Th2, les cellules vont produire de l’IL-2, 

de l’IL3, de l’IL-4 et de l’IL-9. Toutes ces cytokines vont contribuer au maintien de 

l’inflammation et à la génération de processus déterminant dans l’apparition des 

symptômes lors du challenge oral. Une des étapes clef dans la sensibilisation est le 

changement de classe des lymphocyte B vers des plasmocytes sécrétant des IgE. Ce 

changement isotypique des Ig est provoqué par la sécrétion d’IL-4 d’une part par les 

lymphocytes Th2 mais aussi par les basophiles et les mastocytes activés [367]. 

L’activation de ces différentes cellules immunitaires est possible par les cytokines 

sécrétées par les lymphocytes Th2. 

La sensibilisation s’achève par la captation des IgE spécifiques de l’allergène 

par les récepteurs FcεRI (Fragment Constant ε Récepteur I) présents à la surface des 

mastocytes et des basophiles. Cette liaison prépare ces cellules à l’activation lors de 

la prochaine exposition à l’allergène (Figure 23).  



 92 

 

 

Figure 23 : Mise en place de la sensibilisation allergique 

La rupture de l’épithélium entrâine une production et une sécrétion des alarmines telles 
que l’IL-25, l’IL-33 et le TSLP. L’IL-25 stimule en particulier les ILC2 produisant de l’IL-
4 et inhibant la prolifération des Treg. L’IL-33 favorise l’expression d’OX40L à la 
surface des DC CD103+ stimulant ainsi l’activation des lymphocytes Th2. Ces 
lymphocytes vont produire de l’IL-2 favorisant le développement des ILC2, de l’IL-3 
permettant la prolifération et le recrutement de basophiles, ainsi que de l’IL-4 favorisant 
la commutation de classe des lymphocytes B en plasmocytes à IgE. Enfin la production 
d’IL-9 par les lymphocytes Th2 favorise la prolifération des mastocytes. Les 
plasmocytes sécrétent de l’IgE se fixant sur leurs récepteurs (FcεRI) préparant les 
basophiles et les mastocytes pour la sécrétion de leurs granules pro-inflammatoires. 
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  2) Le challenge 

 Chez les patients sensibilisés la réexposition à l’allergène entraîne une fixation 

de ce dernier par le complexe FcεRI-IgE et induit une cascade de réactions 

intracellulaires menant à l’expression et la sécrétion des cytokines et médiateurs pro-

inflammatoires (leucotriènes, prostaglandines et histamine) [368]. De plus, d’autres 

cellules sont recrutées sur le site d’’inflammation : les Th2 par le récepteur aux 

chimiokines CCR4, les éosinophiles stimulés par l’IL-5 et les Th17 produisant de l’IL-

17 et l’IL-22 amorçant le recrutement de neutrophiles [369]. En plus, du FcεRI, 

considéré comme le récepteur de haute affinité pour les IgE, il existe un récepteur de 

basse affinité : CD23 impliqué dans l’amplification de la réaction allergique. Ce 

récepteur est exprimé dans les mastocytes et d’autres cellules (basophiles et cellules 

épithéliales) [370] et augmente la production d’IgE. L’expression de CD23 par les 

cellules épithéliales permet de faciliter le passage du complexe CD23-IgE-Antigène de 

la lumière intestinale vers la lamina propria [371]. Ainsi les antigènes au niveau de la 

lamina propria se fixent sur les FcεRI et induisent les réactions décrites ci-dessus. 

 La compréhension des mécanismes de sensibilisation et de challenge a permis 

le développement de stratégies thérapeutiques visant à contrer les symptômes de 

l’allergie. 

 IV) Traitement des allergies alimentaires 

L'évitement strict des allergènes est la seule "thérapie" de l'allergie alimentaire. 

Cependant, des thérapies émergentes sont développées comme l’immunothérapie 

orale et la prévention par les pré- et probiotiques. 
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  1) Eviction 

Les patients qui risquent d'avoir des réactions allergiques graves doivent avoir 

sur eux en permanence des médicaments comme un auto-injecteur d'adrénaline. En 

effet, l’adrénaline prise dans les 5 minutes après l’ingestion de l’allergène permet de 

contrer les effets périphériques des médiateurs sécrétés par les mastocytes. De plus, 

l’adrénaline peut diminuer le relargage des médiateurs par les mastocytes et réguler 

le tonus vasculaire et la perméabilité via l’oxyde nitrique [309]. Malgré la vigilance des 

patients allergiques, l’éviction n’est pas un traitement approprié étant donné qu’il 

n’empêche pas l’ingestion involontaire d’allergène. Par exemple, dans les lieux où les 

aliments sont consommés sans indication (emballages), 25% des enfants allergiques 

à un aliment déclarent une réaction allergique [372].  

  2) L’immunothérapie orale 

 L’immunothérapie par allergène est bien connue pour les allergies au venin, la 

rhinite allergique et les conjonctivites. Cette thérapie peut être administrée par voie 

sous-cutanée ou sublinguale. Ce type de stratégie est actuellement en développement 

contre les allergies alimentaires [373][374][375]. L’immunothérapie orale est 

l’approche la plus communément étudiée à l’heure actuelle. Cette approche se 

décompose en 2 étapes : la désensibilisation puis la tolérance. La désensibilisation 

s’effectue par administration de faibles doses croissantes (en dessous de la dose 

provoquant une réaction déterminée par challenge oral) de l’allergène à intervalle 

régulier par voie orale, sublinguale ou sous-cutanée. Une dose fixe peut également 

être donnée tout au long du processus de désensibilisation par voie cutanée [376]. La 

tolérance est le but ultime de cette thérapie et implique une absence de réaction 

allergique malgré une période d’absence d’exposition. Selon les données actuelles, la 
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désensibilisation est atteinte dans la majorité des études alors que la tolérance reste 

un objectif difficile à atteindre [377].  

  3) La prévention par les pro et prébiotiques 

La découverte que le microbiote intestinal peut moduler la sensibilité aux 

allergies alimentaires (détaillé dans le paragraphe 4.2 du chapitre3) suggère une utilité 

thérapeutique potentielle à la manipulation du microbiome intestinal à l'avantage de 

l'hôte. Dans ce sens, les thérapies utilisant les probiotiques et prébiotiques ont émergé. 

Peu d’études cliniques sur l’effet des probiotiques sur les patients allergiques 

alimentaires ont été publiées. Les probiotiques sont des micro-organismes 

susceptibles d’induire un bénéfice pour l’hôte. Les études cliniques sur des enfants de 

12 mois atteints d’allergie au lait supplémenté avec des probiotiques de Lactobacillus 

casei et Bifidobacterium lactis n’ont montré aucun effet sur le traitement de l’allergie 

[378][379]. Cependant, l’administration de Lactobacillus rhamnosus combinée à du lait 

présentant de la caséine hydrolysée a augmenté la résolution de l’allergie après 6 à 

12 mois comparativement à un groupe contrôle [378][379]. La même bactérie, 

Lactobacillus rhamnosus, a été testés chez des patients allergiques à l’arachide. Ce 

probiotique combiné à l’immunothérapie orale à l’arachide pendant 18 mois augmente 

l’incidence de la désensibilisation (82,1% vs 3,6%) en comparaison du groupe placebo 

[380]. Cependant, le manque d'un groupe de contrôles traités avec l’immunothérapie 

ou le probiotique seul rend l’efficacité du probiotique non certaine.  

Les prébiotiques sont des ingrédients alimentaires non digestibles qui favorisent 

de manière sélective la croissance et l'activité de certaines bactéries commensales 

chez l'hôte. Des résultats positifs ont été rapportés chez les souris, notamment dans 

une étude où la nourriture des souris gestantes ou durant l’allaitement était enrichie 
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avec des oligosaccharides et de l’inuline induit une réduction de la sensibilisation et 

du développement de l’allergie chez les souriceaux [381]. Cependant, les études 

cliniques chez l’Homme ne montrent aucun bénéfice lors de l’utilisation de prébiotiques 

sur la survenue des allergies alimentaires [382][383]. 
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Partie 2 : Objectifs et résultats 

Article 1 : Circulating rather than intestinal PCSK9 
regulates postprandial lipemia in mice. 

DDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDD 
 L’objectif de cette étude a été de déterminer le rôle respectif de la forme 

extracellulaire d’origine hépatique (forme circulante) ou de la forme intracellulaire 

intestinale de PCSK9 sur le phénomène de lipémie postprandiale. L’étude menée en 

2009 par notre équipe a montré que PCSK9 joue un rôle dans la régulation de la LPP 

[214]. Ce phénomène est décrit comme un facteur de risque cardiovasculaire dans 

certaines pathologies comme le diabète [32]. La distinction de l’effet circulant et 

intestinal de PCSK9 sur la lipémie postprandiale permettrait d’orienter les futures 

thérapies visant à inhiber PCSK9 sur une action extracellulaire ou intracellulaire. Nous 

avions deux hypothèses en commençant cette étude 1) La forme circulante régule le 

catabolisme des particules riche en triglycérides via le LDLR ; 2) La forme 

intracellulaire intestinale régule la production des chylomicrons via une interaction 

directe ou non avec l’ApoB-48. 

 Afin de répondre à ces deux hypothèses, nous avons utilisé différentes 

approches complémentaires discriminant la forme circulante et intestinale de PCSK9. 

En effet, tout d’abord nous avons développé un modèle de souris de délétion 

intestinale spécifique de PCSK9. Pour cela, nous avons croisé des souris Pcsk9f/f et 

des souris villine-cre [177][384]. Le croisement de ces souris a permis la génération 

de souris i-Pcsk9-/- exprimant à la fois Pcsk9f/f et la villine-cre. La caractérisation de ce 

modèle n’a pas permis de mettre en évidence un rôle de la PCSK9 intestinale dans le 

métabolisme lipidique ni dans la LPP, suggérant que c’est la forme circulante de 

PCSK9 qui exerce les effets sur la LPP. Afin de démontrer le lien entre la PCSK9 
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circulante et la lipémie postprandiale, nous avons bloqué la forme circulante de PCSK9 

par inhibition pharmacologique grâce aux anticorps anti-PCSK9 (alirocumab). Ces 

anticorps baissent la cholestérolémie et diminuent, dans une plus grande mesure, la 

LPP des souris sauvages. Pour aller plus loin, nous avons également utilisé 

l’alirocumab chez les souris Ldlr-/- afin de déterminer si les effets de PCSK9 sont 

dépendants du LDLR. En l’absence du LDLR, l’inhibition de la forme circulante de 

PCSK9 n’a aucun effet sur la LPP mettant en évidence que PCSK9 agit sur la LPP via 

le LDLR. Enfin, nous avons surexprimé la forme humaine de PCSK9 par infection 

adénovirale augmentant ainsi la présence de la PCSK9 circulante. Ces souris 

présentent une disparition de la présence du LDLR hépatique et une augmentation de 

leur LPP semblable aux souris Ldlr-/-. Ces résultats pris ensemble mettent en évidence 

que la PCSK9 circulante est la seule forme de PCSK9 agissant sur la LPP. 

 Dans un souci clinique et de relevance thérapeutique, nous avons voulu étudier 

l’impact de la déficience ou de l’inhibition de PCSK9 chez des modèles présentant une 

exacerbation du phénomène de LPP. En effet, chez l’Homme les patients diabétiques 

présentent une augmentation de leur LPP devenant même un facteur de risque 

indépendant du développement de MCV. Nous avons donc injecté des souris 

sauvages ou Pcsk9-/- avec de la streptozotocine (STZ) afin de détruire les cellules bêta 

du pancréas et induire une insulinopénie. Ce modèle est également connu pour 

présenter une hyperlipémie postprandiale. Lors de cette série d’expériences, nous 

montrons que l’absence de PCSK9 protège de l’hyperlipémie du modèle STZ. Afin 

d’aller plus loin nous avons également utilisé l’alirocumab dans le modèle de souris 

STZ. Nous montrons clairement que l’inhibition de la forme circulante de PCSK9 

diminue l’hyperlipémie postprandiale.  
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 En conclusion, après le développement d’un modèle d’inactivation intestinale 

de PCSK9, l’utilisation d’anticorps anti-PCSK9 afin d’inhiber la forme circulante, la sur-

expression adénovirale de PCSK9 et l’utilisation d’un modèle STZ présentant une 

hyperlipémie postprandiale nous montrons que la PCSK9 circulante régule la LPP de 

manière LDLR dépendante et que l’inhibition de PCSK9 peut être un argument 

thérapeutique supplémentaire chez les patients diabétiques.  

 Nous avons soumis cette étude dans le journal ATVB (Atherosclerosis, 

Thrombosis, and Vascular Biology), après un retour très positif des reviewers, nous 

venons de répondre à toutes les interrogations et attendons le retour final de l’étude. 

J’ai eu l’opportunité de présenter cette étude dans de nombreux congrès comme l’EAS 

à Maastricht, au DHU 2020 à Nantes, la SFD à Marseille et enfin a la NSFA à Biarritz 

où j’ai obtenu le prix de la meilleure communication orale. 
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ABSTRACT (249/250) 
 
Objective 
Increased postprandial lipemia (PPL) is an independent risk factor for atherosclerotic 
cardiovascular diseases. Proprotein convertase subtilisin kexin type 9 (PCSK9) is an 
endogenous inhibitor of the low-density lipoprotein receptor (LDLR) pathway. We previously 
showed that PCSK9 inhibition in mice reduces PPL. However, the relative contribution of 
intracellular intestinal PCSK9 or liver-derived circulating PCSK9 to this effect is still unclear. 
 
Approach and Results 
To address this issue, we generated the first intestine-specific Pcsk9-deficient (i-Pcsk9-/-) 
mouse model.  PPL was measured in i-Pcsk9-/- as well as in wild-type and streptozotocin 
(STZ)-induced diabetic mice following treatment with a PCSK9 monoclonal antibody 
(alirocumab). Blocking the circulating form of PCSK9 with alirocumab significantly reduced 
PPL, while overexpressing human PCSK9 in the liver of full Pcsk9-/- mice had the opposite 
effect. Alirocumab regulated PPL in a LDLR-dependent manner since this effect was 
abolished in Ldlr-/- mice. In contrast, i-Pcsk9-/- mice did not exhibit alterations in plasma lipid 
parameters nor in PPL. Finally, PPL was highly exacerbated by STZ-induced diabetes in 
Pcsk9+/+ but not in Pcsk9-/- mice, an effect that was mimicked by the use of alirocumab in STZ-
treated Pcsk9+/+ mice. 
 
Conclusions 
Taken together, our data demonstrate that PPL is significantly altered by full but not intestinal 
PCSK9 deficiency. Treatment with an PCSK9 monoclonal antibody mimics the effect of 
PCSK9 deficiency on PPL suggesting that circulating PCSK9 rather than intestinal PCSK9 is 
a critical regulator of PPL. These data validate the clinical relevance of PCSK9 inhibitors to 
reduce PPL, especially in patients with type 2 diabetes.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



INTRODUCTION 
 

Dyslipidemia is a one of the major modifiable risk factors for atherosclerotic 
cardiovascular diseases (ASCVD). Both epidemiologic and genetic studies, as well as 
randomized clinical trials with lipid-lowering therapies have clearly established that an 
increased concentration of low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) causes ASCVD 1. In 
addition, it is now widely accepted that elevated non-fasting triglyceride (TG) concentrations 
represent an independent risk factor for ASCVD 2, 3. Postprandial lipemia (PPL) is a natural 
phenomenon occuring after a meal and that is characterized by an increased concentration of 
circulating triglyceride-rich lipoproteins (TRLs). Briefly, PPL comprises increased levels of 
intestinally produced chylomicrons (CMs) and their remnants, and also of liver-produced very-
low density lipoproteins (VLDLs) and their remnants 4. The hydrolysis of TG transported in 
CMs and VLDLs by lipoprotein lipase leads to cholesterol-enriched atherogenic remnants that 
are catabolized by the liver via the LDL receptor (LDLR), the LDLR-related protein 1 & 5 (LRP1 
& 5) and heparan sulfate proteoglycans 5. The easy access to highly caloric food has led to a 
progressive reduction of fasting periods in western countries, thus increasing the exposure 
risk to non-fasting TG concentrations. Furthermore, it has been clearly demonstrated that 
patients with insulin resistance or type 2 diabetes display an exacerbated PPL, potentially 
contributing to the residual CV risk observed in this population6. 

Discovered in 2003, proprotein convertase subtilisin kexin type 9 (PCSK9) is a master 
regulator of cholesterol metabolism which promotes the lysosomal degradation of the LDLR 
(reviewed in 7). The liver represents the main site of PCSK9 expression and is the only organ 
that significantly contributes to plasma PCSK9 levels in mice 8. However, PCSK9 is also 
expressed at significant levels in other extra-hepatic organs and may play a functional role 
beyond cholesterol homeostasis (reviewed in 9). Notably, PCSK9 is highly expressed in 
intestinal mucosa cells 8, 10 and may act on several intestinal functions. In 2009, we were the 
first to demonstrate that PCSK9-deficient (Pcsk9-/-) mice display a blunted PPL 10. The 
molecular mechanisms involved in this effect are not completely understood. On the one hand, 
some data support a direct action of PCSK9 inside the enterocyte to control apolipoprotein 
B48 (ApoB48) and CMs secretion 10-12. On the other hand, the hepatic clearance of CMs and 
chylomicron remnants is increased in Pcsk9-/- mice 10. Thus, the respective contributions of 
hepatic and/or intestinal PCSK9 to regulating PPL are still unknown.  

To address this issue, we used two complementary approaches. We generated a 
unique intestine-specific Pcsk9-deficient (i-Pcsk9-/-) mouse model to directly investigate the 
role of intestinal PCSK9 in PPL. In parallel, we investigated the effect of a PCSK9 monoclonal 
antibody, alirocumab, that specifically inhibits circulating PCSK9 on PPL in wild-type and 
streptozotocin (STZ)-induced diabetic mice. Taken together our data clearly demonstrated 
that circulating rather than intestinal PCSK9 is the key regulator of PPL in mice.  
 
 
 
MATERIAL AND METHODS 
 
Animals and experimental design 
C57BL6/J mice and LDLR-deficient (Ldlr-/-) mice were obtained from Charles River 
laboratories. Villin-Cre and Pcsk9f/f C57Bl6 mice were provided by the laboratories of Sylvie 
Robine and Nabil Seidah, respectively 8, 13. These mice were crossed to generate i-Pcsk9-/-. 
We only used male mice for this study. The numbers of mice used for each experiment are 
indicated in figure legends. Mice were housed in a 12-hour day/night cycle and had unlimited 
access to water and food. PPL was measured in overnight fasted mice (14 hours). After an 
initial blood harvesting, mice received an oral gavage of olive oil (200 μl). Plasma samples 
were then collected 1, 2 and 4 hours after the gavage. For the fasting-refeeding procedure, 
plasma was collected at day 1 in random fed condition at 8:00 am. Mice were fasted for 24h. 
At day 2, plasma from fasted mice were harvested at 8:00 am and then regular chow diet was 
reintroduced ad libitum in the cage. Plasma samples were then harvested 1, 2, 4, 6 and 24 



hours after refeeding. Insulinopenic diabetes was induced using STZ (Sigma-Aldrich, St 
Quentin, France) injection. STZ was resuspended in citrate buffer (pH 4,5) prior to injection. 
14 hours fasted mice received a single high dose injection of STZ (150 mg/kg, intraperitoneal 
injection). Blood glucose levels were measured at indicated time using the ONE-TOUCH 
ULTRA glucometer. Alirocumab (Praluent®, Sanofi-Aventis France) was diluted in saline 
solution (NaCl 0,9%) and administrated subcutaneously at the dose of 10mg/kg of body 
weight. All the experiments have been approved by the “comité d’éthique des Pays de la Loire” 
(01953.01). 
 
Adenoviral infection 
Pcsk9 adenovirus 14 was intravenously injected at a rate of 5.108 Pi/mouse. Control mice 
received an intravenous injection of NaCl. 
 
Plasma lipid parameters 
Cholesterol and TG levels were measured using commercially available enzymatic kits 
(Sobioda, Montbonnot, France). 
 
mRNA levels quantification 
Real time PCR analyses were performed with the MESAGreen PCR Master Mix (Eurogentec, 
Angers, France). For the oligonucleotide sequences for real time PCR, please see the Major 
Resources Table. mRNA values were normalized to TBP (Tata box Binding Protein) and 
TFRC (Transferrin Receptor) for the small intestine and TBP and cyclophilin for the liver, and 
expressed as means ± SEM. 
 
Western Blots  
Mice intestinal mucosa and liver were homogenized, and 75 μg of extracted proteins were 
resolved on NuPAGE 4–12% BisTris gels in MES SDS buffer (Invitrogen, ThermoFisher, St 
Herblain, France) under reducing conditions for western blot analysis, as described elsewhere 
15. Antibodies used are listed in the Major Resources Table. Immunoreactive bands were 
revealed using the ECL plus kit (Biorad, Marnes-la-Coquette, France). 
 
PCSK9 protein levels quantification  
Plasma, hepatic and intestinal PCSK9 were measured using a commercially available ELISA 
kit (R&D Duoset PCSK9 mouse, Bio-Techne SAS, Noyal Châtillon sur Seiche, France). 
Samples from plasma, liver and small intestinal homogenates were respectively diluted 50, 
1500 and 20 times in PBS and we next followed the provided kit instructions. 
 
In situ hybridization  
Female and male were bred together for one night and separated at 8 am the next morning. 
After eighteen days, pregnant females were killed and their embryos were harvested. Embryos 
were washed in PBS at 4°C, placed in OCT (Tissue-Tek) and frozen in dry ice-cold isopentane. 
Mouse sense and antisense cRNA probes coding for mouse PCSK9 16 were labeled with [35S]-
UTP. Whole mouse cryosections (8 – 10 μm) obtained at day 18 after pregnancy (E18) were 
fixed for 1 h in 4% formaldehyde and hybridized overnight at 55°C. For autoradiography, the 
sections were dipped in photographic emulsion (NTB-2; Kodak), exposed for 12 days, 
developed in D19 solution (kodak), and stained with thionin.  
 
Statistical analyses 
Values are reported as means ± SEM. Statistical significance was determined using a Mann 
& Whitney test. Values of P < 0.05 were considered as statistically significant. 
  



RESULTS 
 
Circulating PCSK9 inhibition alters postprandial lipemia in a LDLR-dependent manner 

To determine the functional importance of circulating PCSK9 on PPL, we injected 
Pcsk9+/+ mice with a single subcutaneous injection of vehicle or human PCSK9 monoclonal 
anti-antibody (mAb) (alirocumab, 10mg/kg) to capture circulating PCSK9. As an additional 
control, we used Pcsk9-/- mice injected with vehicle. Three days after injection, we collected 
plasma samples and assessed plasma cholesterol concentrations. Alirocumab reduced 
plasma cholesterol levels in Pcsk9+/+ mice by 20% compared to vehicle, while the total loss of 
PCSK9 (Pcsk9-/-) led to a 36% reduction (Figure 1A). In contrast, alirocumab treatment 
reduced PPL almost to the same extent as the absence of PCSK9 (Figure 1B).  

Given that PCSK9’s main function is to regulate the LDLR expression, we then verified 
whether the effect of alirocumab on PPL was LDLR-dependent. Confirmatory of an LDLR-
dependent effect, the administration of alirocumab to Ldlr-/- mice did not alter neither plasma 
cholesterol concentrations nor PPL (Figures 1C-D). To further consolidate the role of 
circulating PCSK9 in the regulation of PPL, we overexpressed human PCSK9 in Pcsk9-/- mice 
using an adenoviral construction. As expected, human PCSK9 overexpression in the liver led 
to: i) the appearance of liver-derived human PCSK9 in the circulation (Figure 2A); ii) higher 
plasma cholesterol levels (Figure 2B); and 3) a loss of hepatic LDLR expression (Figure 2C). 
In addition, we show that hepatic human PCSK9 in Pcsk9-/- mice increases PPL to a similar 
extent as observed in Ldlr-/- mice (Figure 2D). 

Taken together, these results demonstrate that liver-derived circulating PCSK9 is a 
critical regulator of PPL. 

 
Intestinal PCSK9 deletion does not alter metabolic homeostasis and postprandial 
lipemia 

In order to decipher the role of intracellular intestinal PCSK9 in lipoprotein metabolism, 
we generated a mouse model with a specific inactivation of Pcsk9 in intestinal epithelial cells 
(i-Pcsk9-/- mice). These mice were obtained by breeding Pcsk9fl/fl mice 8 with transgenic mice 
expressing the Cre recombinase under the control of the murine villin promoter 13. We 
observed that Pcsk9 mRNA levels were strongly reduced in the medial and distal intestinal 
segments of i-Pcsk9-/- mice compared to Pcsk9fl/fl control mice (Figure 3A), while hepatic 
Pcsk9 mRNA expression remained unaltered (Figure 3B). In situ hybridization performed in 
mouse embryos of 18 days of age and using a Pcsk9 probe confirmed these results by 
showing a disappearance of labeling only in the small intestine of i-Pcsk9-/- mice (Figure 3C). 
Finally, PCSK9 protein content was undetectable along the intestinal tract of i-Pcsk9-/- mice 
(Figure 3D) but remained unchanged in the liver (Figure 3E), as measured by ELISA. 
Altogether, these results validate our mouse model of intestinal PCSK9 deficiency. 

We next metabolically phenotyped the i-Pcsk9-/- mice to assess the consequences of 
the absence of PCSK9 in the intestinal epithelial cells. First, we measured body weight, 
plasma glucose, cholesterol, TG and PCSK9 concentrations during a fasting-refeeding 
experiment in i-Pcsk9-/- and Pcsk9fl/fl control mice. As summarized in Figure 4, none of these 
parameters were significantly altered between i-Pcsk9-/- and Pcsk9fl/fl control mice. To further 
reveal a potential metabolic phenotype, we challenged the mice by performing: i)  an ageing 
experiment (over 52 weeks old); ii) a high-fat diet intervention (60% Kcal from fat); and iii) a 
statin-enriched diet intervention, since Pcsk9-/- mice are known to be more sensitive to statins 
than wild-type mice17. However, even under these pathophysiological conditions, we failed to 
detect any metabolic differences between i-Pcsk9-/- and Pcsk9fl/fl mice (data not shown). 
Finally, there was no significant change in plasma TG following an oral olive oil gavage 
between i-Pcsk9-/- and Pcsk9fl/fl mice (Figure 4F), indicating that intestinal PCSK9 is not 
required for the regulation of PPL. In accordance with these findings, there were no significant 
changes in the mRNA expression of microsomal triglyceride transfer protein (MTTP) and other 
lipogenic genes in the small intestine of i-Pcsk9-/- compared to Pcsk9fl/fl mice (Supplemental 
Table 1). 

 



Circulating PCSK9 inhibition protects mice against diabetes-induced postprandial 
lipemia  

As previously mentioned, an exacerbated PPL is frequently observed in patients with 
diabetes 18. To determine whether PCSK9 inhibition might improve PPL in diabetes setting, 
we used the STZ-induced insulinopenic mouse model of diabetes, known to develop a strong 
hypertriglyceridemic response following an olive oil gavage 19.  

In a first set of experiments, we injected a single intraperitoneal dose of a vehicle 
solution or a high dose of STZ (150mg/kg) into Pcsk9+/+ and Pcsk9-/- mice. As expected, 4 
days after the injection, STZ induced a strong and comparable hyperglycemia in Pcsk9+/+ and 
Pcsk9-/- mice (Figure 5A). STZ treatment strongly increased PPL in Pcsk9+/+ mice. STZ also 
increased PPL in Pcsk9-/- mice but to a lesser extent. Indeed, PPL in STZ treated Pcsk9-/- mice 
is similar to vehicle-injected Pcsk9+/+ mice 10 (Figure 5B). Thus, PCSK9 deficiency efficiently 
protected mice from diabetes-induced exacerbated PPL (Figure 5B). 
 In a second set of experiments, we assessed the effect of alirocumab in STZ-treated 
Pcsk9+/+ mice. While the inhibition of circulating PCSK9 did not alter the effect of STZ on blood 
glucose levels (Figure 5C), it significantly reduced plasma cholesterol levels (-42%; Figure 
5D). In agreement with the above data (Figure 1B), alirocumab treatment also drastically 
reduced PPL in STZ-treated mice (-47%; Figure 5E). Finally, intestinal-PCSK9 deficiency did 
not protect against the exacerbated PPL induced by STZ (Figure 5F&G).  
 Taken together, these data demonstrate that the inhibition of circulating PCSK9 might 
reduce the exacerbated PPL observed in the context of diabetes. 
 
 
 
DISCUSSION 
 

The present study provides important insights into the role of PCSK9 in PPL regulation. 
By generating the first intestine-specific PCSK9 knockout mouse model, we demonstrate that 
the intracellular intestinal form of PCSK9 is not required for the regulation of lipoprotein 
metabolism. In contrast, liver-derived plasma PCSK9 is a key regulator of PPL. Indeed, 
hepatic PCSK9 overexpression leads to increased plasma PCSK9 levels and an exacerbated 
PPL. Conversely, blocking the circulating form of PCSK9 with a PCSK9 mAb (i.e. alirocumab) 
reduces PPL. Circulating PCSK9 controls PPL via its canonical effect on LDLR protein levels, 
since its effect is abolished in LDLR-deficient mice. Finally, this study shows for the first time 
that PCSK9 inhibition efficiently protects mice from the exacerbated PPL observed during 
diabetes.  
 Although the expression of PCSK9 was reported to be substantial in the small intestine 
of rats in the seminal paper of Seidah et al 16, its physiological role in this organ has remained 
largely unknown. In humans, immunohistochemistry shows that PCSK9 is localized in 
enterocytes and goblet cells in jejunal and ileal biopsies 10. It was also reported that in obese 
patients undergoing bariatric surgery PCSK9 protein expression was lower in the duodenum 
of insulin-resistant subjects compared to insulin-sensitive ones20. In accordance with its role 
in hepatocytes, PCSK9 downregulates intestinal LDLR expression in CaCo-2 cells 11 and in 
the murine intestine10.  

Following an olive oil gavage, Pcsk9-/- mice display a blunted PPL compared to their 
wild-type littermates. We previously showed that this phenotype is not attributable to a defect 
in fat absorption, gastric emptying or intestinal transit kinetics 10. Studies performed in CaCo-
2 cells suggested a decreased enterocytic apoB48 secretion following PCSK9 knock-down. 
However, although an upregulation of MTTP has been implicated, the underlying molecular 
mechanism remains largely unknown 10-12. Importantly, the analysis of our i-Pcsk9-/- mice 
clearly demonstrates that intestinal PCSK9 is not involved in the regulation of plasma lipids 
levels and PPL. Moreover, MTTP mRNA expression is not altered in the small intestine of i-
Pcsk9-/- mice. Although we cannot rule out the existence of compensatory mechanisms in the 
i-Pcsk9-/- mice, such mechanisms have not been observed in liver-specific Pcsk9-/- mice that 
display a pronounced hypocholesterolemic phenotype 8. Nevertheless, additional studies are 



needed to further decipher the function of intestinal PCSK9 beyond the regulation of 
lipoprotein metabolism. 
 By using complementary experimental approaches, we show that liver-derived plasma 
PCSK9 is key for the regulation of PPL in mice. Firstly, alirocumab greatly reduced PPL in 
wild-type mice to a similar extent as total Pcsk9-/- mice. Interestingly, the effect of alirocumab 
on PPL is even further exacerbated in the STZ mouse model of diabetes. Secondly, the 
hepatic overexpression of human PCSK9 in wild-type mice markedly increased PPL. Using in 
vivo kinetic studies, we previously demonstrated that Pcsk9-/- mice have an increased ability 
to clear their own chylomicrons compared to wild-type mice 10. Taken together, these data 
suggest that PCSK9 deficiency reduces PPL by increasing the clearance of TRL rather than 
decreasing intestinal CM production. Chylomicron remnants and VLDL remnants are cleared 
from the circulation by the liver via their binding to the LDLR,  the related LRP1 and LRP5, or 
syndecan-1 through ApoB or ApoE binding21, 22. Although PCSK9 can downregulate the 
expression of LRP1 23 we demonstrated here that the LDLR is required for mediating the effect 
of PCSK9 on PPL. Indeed, alirocumab failed to reduce PPL in Ldlr-/- mice, indicating that the 
hepatic catabolism of TRL mainly involves the LDLR pathway. 

Importantly, our findings in mice are in accordance with recent clinical data exploring 
the link between PCSK9 and PPL regulation in humans. An observational study conducted in 
17 obese patients who received an oral fat load highlighted a positive association between 
plasma PCSK9 levels and the postprandial area-under-the-curve for apoB48, with a negative 
correlation between circulating PCSK9 and the TRL-apoB48 fractional catabolic rate 24. 
Genetic data also support a role of PCSK9 in PPL. Indeed, a Canadian study demonstrated 
that subjects harboring PCSK9 loss-of-function variants display blunted PPL after an oral fat 
load with reduced postprandial total apoB (-17%), apoB48 (-23%), and TG (-18%) levels 
compared to non-carrier controls 25. Interventional studies also investigated the effect of 
PCSK9 inhibition with PCSK9 mAb (alirocumab and evolocumab) on PPL. In healthy 
normolipidemic subjects, in vivo lipoprotein kinetic studies with stable isotopes consistently 
showed that neither alirocumab 26 nor evolocumab 27 alter post-prandial plasma TG 
concentrations and apoB48 metabolism. Interestingly, the effect of PCSK9 inhibition on PPL 
is dependent on the metabolic status. In patients with type 2 diabetes, the randomized, 
placebo-controlled BANTING study demonstrated that evolocumab significantly reduced 
chylomicron TG, chylomicron cholesterol and VLDL-cholesterol after a mixed-meal test 28. In 
addition, Taskinen et al. showed that evolocumab treatment reduced postprandial rises in both 
plasma TG (-21%), apoB48 (-17%), VLDL1 triglycerides (-15%) and remnant particles (-29%) 
in a small non-randomized study conducted in 15 patients with type 2 diabetes receiving a 
stable dose of metformin and atorvastatin (20 mg/day). In contrast, evolocumab did not alter 
the production and the release of chylomicrons from the small intestine 29. Similar findings 
have been reported by Burggraaf et al. with alirocumab in patients with type 2 diabetes under 
insulin therapy 30.  

In conclusion, our data in mice clearly demonstrate that liver-derived circulating PCSK9 
regulates PPL by controlling the catabolism of TRL particles in a LDLR-dependent manner. In 
accordance with recent interventional studies in human, these data suggest that blocking 
circulating PCSK9 with PCSK9 mAb represents an efficient strategy to reduce increased PPL, 
a situation frequently observed in patients with type 2 diabetes. Thus, PCSK9 inhibition might 
protect against ASCVD beyond its canonical effect on LDL-C lowering.  
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Highlights 
 
• Inhibition of plasma PCSK9 regulates postprandial lipemia in a LDLR-dependent manner  
• Intestinal PCSK9 deficiency does not alter lipid, glucose homeostasis and postprandial 

lipemia 
• PCSK9 deficiency or inhibition reduces postprandial lipemia in the context of diabetes 
 
 
 
 
 
Legends 
 
Figure 1: Alirocumab treatment reduces postprandial lipemia in a LDLR-dependent 
manner. Pcsk9+/+ (n=10) and Pcsk9-/- mice (n=13) received a single subcutaneous injection of 
vehicle (saline solution) and Pcsk9+/+ mice (n=10) a subcutaneous administration of PCSK9 
mAb (Alirocumab, 10mg/kg). Three days later, A) Plasma cholesterol levels were assessed 
after the overnight fasting and before the postprandial lipemia test. B) Plasma triglyceride 
concentrations were determined at 0, 1, 2 and 4 hours after the olive oil gavage, (Right panel 
represents area under the curve). In a second set of experiment, Ldlr+/+ and Ldlr-/- mice (n=8 
per group) received a single subcutaneous injection of vehicle (saline solution) or PCSK9 mAb 
(Alirocumab, 10mg/kg). C) Plasma cholesterol levels and D) Plasma triglycerides were 
measured as described above. Results are expressed as means ± SEM. Statistical 
significance was evaluated using Mann & Whitney test, ns: non-significant; * P<0,05, 
**P<0,01; ***P<0,001. 
 
Figure 2: Adenoviral overexpression of PCSK9 reduces hepatic LDLR protein content 
and strongly increases postprandial lipemia. A) Plasma cholesterol, B) Plasma human 
PCSK9 levels, C) Hepatic LDLR, PCSK9 and alpha-tubulin expression assessed by Western-
blot analysis and D) postprandial lipemia measurement in vehicle treated Pcsk9-/- mice (n=5), 
human PCSK9 adenovirus treated Pcsk9-/- mice (n=5) or vehicle treated Ldlr-/- mice (n=5). 
Statistical analyses were performed using Mann & Whitney test, *P<0,05, **P<0,01. 



 
Figure 3: Intestinal PCSK9 expression is deeply repressed in intestinal PCSK9-deficient 
mouse. mRNA levels of Pcsk9 in A) the small intestine or B) the liver of Pcsk9fl/fl (n=7) and i-
Pcsk9-/- mice (n=7). C) In situ hybridization of Pcsk9 mRNA performed on 18 day-old Pcsk9fl/fl 

(left panels) and i-Pcsk9-/- embryos (right panels). Autoradiography and thionin staining were 
performed successively on the same slide. D) Intestinal and E) hepatic PCSK9 protein levels 
in Pcsk9fl/fl (n=6) and i-Pcsk9-/- (n=5) mice were measured by ELISA. Data are expressed as 
means ± SEM, and were analyzed using non parametric Mann & Whitney test, ns: non-
significant, **P<0,01, ***P<0,001. 
 
Figure 4: Intestinal PCSK9 deficiency does not alter glucose nor lipid homeostasis in 
mouse. A) Body weight, B) Blood glucose, C) Plasma cholesterol, D) Plasma PCSK9 and E) 
Plasma triglycerides were measured in random fed condition, after 24 hours of fasting and 1, 
2, 4, 6 and 24 hours following the refeeding period in Pcsk9fl/fl (n=18) and i-Pcsk9-/- mice 
(n=19). F) Postprandial lipemia was measured in 14h fasted Pcsk9fl/fl and i-Pcsk9-/- mice (n=10 
per group).  Statistical significance was assessed using Mann & Whitney test 
 
Figure 5: PCSK9 deficiency and inhibition decrease postprandial lipemia in 
streptozotocin-induced diabetes model. 12 hours fasted Pcsk9+/+ and Pcsk9-/- mice 
received an intraperitoneal injection of vehicle (citrate buffer, Pcsk9+/+ n=12; Pcsk9-/- n=11) or 
150 mg/kg streptozotocin (Pcsk9+/+ n=11; Pcsk9-/- n=9). Five days later, we measured A) blood 
glucose levels, B) Plasma triglyceride levels 0, 1, 2 and 4 hours after the olive oil gavage (right 
panel represents area under the curve). Data are represented as scatter plot and means ± 
SEM, and were analyzed using non parametric Mann & Whitney test, *** P<0,001. 12 hours 
fasted C57BL/6J mice received an intraperitoneal injection or 150 mg/kg streptozotocin. Two 
days later, mice received a subcutaneous injection of vehicle (n=10) or 10 mg/kg of 
monoclonal anti-PCSK9 antibody. At day 5, we measured C) Blood glucose, D) Plasma 
cholesterol and E) Plasma triglyceride levels at 0, 1, 2 and 4 hours after an olive oil challenge 
(Right panel represents area under the curve). Values are means ± SEM, and were analyzed 
using non parametric Mann & Whitney test, ** P<0,01; *** P<0,001.12 hours fasted Pcsk9fl/fl 

and i-Pcsk9-/- mice received an intraperitoneal injection of vehicle (citrate buffer, Pcsk9fl/fl n=5) 
or 150 mg/kg streptozotocin (Pcsk9fl/fl n=6; i-Pcsk9-/- n=5). Five days later, we measured A) 
blood glucose levels, B) Plasma triglyceride levels 0, 1, 2 and 4 hours after the olive oil gavage 
(Right panel represents area under the curve). Data are means ± SEM, and were analyzed 
using non parametric Mann & Whitney test, ns: non-significant. 
 
Supplemental Table 1: Intestinal gene expression in Pcsk9fl/fl and i-Pcsk9-/- mice. mRNA 
levels were measured from proximal, medial and distal intestinal mucosa of Pcsk9fl/fl and i-
Pcsk9-/- mice (n=5–7 per group). For each intestinal segment, data were normalized with 
values obtained in control Pcsk9fl/fl intestinal mucosa arbitrarily set to 1. Values represent 
mean ± SEM, were analyzed using Mann & Whitney test and bolded if P<0.05. 
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Garçon et al. Supplemental Table 1

Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM
Cre 0,00 0,00 1,00 0,19 0,00 0,00 1,00 0,11 0,00 0,00 1,00 0,09
Pcsk9 1,00 0,47 0,48 0,28 1,00 0,30 0,06 0,02 1,00 0,23 0,05 0,01
Ldlr 1,00 0,28 0,65 0,12 1,00 0,19 0,32 0,03 1,00 0,09 0,80 0,05

Srebp2 1,00 0,27 0,65 0,09 1,00 0,22 0,27 0,03 1,00 0,21 0,81 0,11
Hmgcoar 1,00 0,08 0,98 0,12 1,00 0,11 0,58 0,09 1,00 0,12 0,76 0,06
Abcg5 1,00 0,20 0,61 0,10 1,00 0,14 0,46 0,07 1,00 0,07 1,02 0,05
Abcg8 1,00 0,22 0,90 0,13 1,00 0,17 0,34 0,06 1,00 0,13 0,78 0,11
Mtp 1,00 0,10 0,98 0,10 1,00 0,12 1,24 0,14 1,00 0,19 0,66 0,05
Fas 1,00 0,12 1,01 0,12 1,00 0,07 0,68 0,18 1,00 0,30 0,37 0,07

Dgat2 1,00 0,11 1,32 0,12 1,00 0,07 0,86 0,08 1,00 0,26 0,58 0,04
Apob 1,00 0,07 0,69 0,10 1,00 0,13 0,91 0,26 1,00 0,33 0,93 0,08
Npc1l1 1,00 0,18 0,59 0,11 1,00 0,08 0,81 0,21 1,00 0,47 0,99 0,08

Proximal intestine Medial intestine Distal intestine
Pcsk9fl/fl mice i-Pcsk9 -/- mice Pcsk9fl/fl mice i-Pcsk9 -/- mice Pcsk9fl/fl mice i-Pcsk9 -/- mice
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Article 2 : PCSK9 deficiency and inhibition protect 
against food allergy symptoms 

DDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDD 
Cette étude visait à déterminer l’effet de PCSK9 sur l’allergie alimentaire. En 

effet, fort de notre expérience sur l’intestin, nous avons voulu déterminer si le rôle 

extra-hépatique de PCSK9 dépasse sa fonction canonique sur le métabolisme du 

cholestérol. Pour cela, nous avons mené cette étude en collaboration avec l’équipe du 

Professeur Antoine Magnan et du Docteur Grégory Bouchaud spécialiste des allergies 

respiratoires et alimentaires.  

Le principal enjeu de ce travail a été, dans un premier temps, d’établir un lien 

entre PCSK9 et l’allergie alimentaire. Nous avons utilisé les souris Pcsk9-/- et les 

avons rendus allergiques alimentaires grâce à des injections intrapéritonéales d’une 

solution de gliadine de blé couplée à un adjuvant (aluminium) [385]. La mesure de 

certains paramètres macroscopiques communément retrouvés dans les modèles 

d’allergie alimentaire comme une augmentation du temps de transit et l’apparition d’un 

œdème auriculaire ont permis d’apprécier l’apparition de l’allergie alimentaire. 

Nos résultats montrent que les souris Pcsk9-/- une heure après le challenge ne 

présentent pas de gonflement des oreilles contrairement aux souris sauvages 

allergiques. De plus, le temps de transit n’est pas augmenté chez les souris Pcsk9-/- 

après induction de l’allergie. Au niveau cellulaire, la récupération des ganglions 

mésentériques et de la rate une heure après le challenge, nous a permis de mesurer 

les populations de lymphocytes T et B par cytométrie en flux. Chez les souris sauvages 

allergiques, nous retrouvons une augmentation des populations des lymphocytes pro-

inflammatoires Th2 et Th17 ainsi qu’une augmentation de la présence des 

plasmocytes B producteurs d’IgE. À l’inverse, les souris Pcsk9-/- ne présentent pas 
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d’augmentation des populations de lymphocytes T (Th2 ou Th17), mais présentent 

une augmentation des plasmocytes à IgE. Tous ces éléments suggèrent que la 

déficience en PCSK9 protège de l’allergie alimentaire en empêchant la mise en place 

de mécanismes visiblement associés aux lymphocytes T.  

Ensuite, nous nous sommes intéressés à l’effet de l’inhibition de PCSK9 par les 

anticorps anti-PCSK9 sur la survenue de l’allergie alimentaire. Nous avons utilisé le 

même protocole d’allergisation que chez les souris Pcsk9-/-, cette fois les souris, sous 

fond génétique Balb/c, ont été injectées avec de l’anti-corps anti-PCSK9 (alirocumab) 

tous les 10 jours du début jusqu’à la fin de l’expérience. Nos résultats avec les 

anticorps anti-PCSK9 montrent que les souris traitées sont protégées de 

l’augmentation du temps de transit et de l’œdème auriculaire induit par l’allergie 

alimentaire. Sur le plan cellulaire, nous montrons que l’inhibition de PCSK9 empêche 

le développement des lymphocytes Th2 et Th17 alors que, une fois encore, la 

population des plasmocytes à IgE augmente. 

 

Notre étude montre donc que l’absence ou l’inhibition de PCSK9 protège des 

symptômes de l’allergie via la modulation des populations pro-inflammatoire 

lymphocytaires Th2 et Th17.  
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Abstract 
The Proprotein Convertase Subtilisin Kexin of Type 9 (PCSK9) is the third gene 

involved in familial hypercholesterolemia. It acts as a natural inhibitor of the Low-

Density Lipoprotein Receptor by promoting its lysosomal degradation. Beyond this 

role, several recent publications have displayed that PCSK9 may modulate 

inflammatory processes involved in atherosclerosis and sepsis. In this context, we 

have tested the functional role of PCSK9 in food allergy. Indeed, the prevalence of 

food allergy has been significantly raising for several years and has become a global 

health issue. 

The objective of the present study was to investigate the effect of PCSK9 

deficiency or pharmacological PCSK9 inhibition on gliadin induced food allergy (FA).  

To test the effect of functional importance of PCSK9 in FA, we used two 

complimentary mouse models. First, we used full PCSK9 deficient males and females 

(Pcsk9-/- mice, C57Bl6/J genetic background). Secondly, as mice under C57Bl6/J 

genetic background are relatively resistant to FA induction, we pharmacologically 

inhibited circulating PCSK9 by performing several alirocumab injection in Balb/c mice 

(50 mg/kg, every 10 days, first injection after weaning). The FA induction protocol was 

similar in both mouse models. Mice were fed since weaning with a gliadin free diet. At 

5 weeks old, mice received a first sensitization with vehicle (PBS) or deaminated 

gliadin (DGN) by intraperitoneal injection (10mg). A second and third sensitization were 

administrated 10 and 20 days later. Finally, mice were challenged twice (7 days and 

14 days after the last sensitization) with an oral gavage of water or 20mg DGN and 

sacrificed 1 hour after the last challenge.  

 In wild-type mice, the second FA challenge leads to: 1) a significant body weight 

reduction; 2) a strong allergic edema induced ear thickening; 3) a rise of Th2 

lymphocytes percentage in the mesenteric lymph node. By contrast, FA was less 



obvious in mouse lacking PCSK9 and in alirocumab-treated mice. We did not observe 

a strong body weight reduction or ear thickening in FA induced PCSK9-/- mice 

compared vehicle PCSK9-/- mice after the second allergic challenge nor in alirocumab-

treated mice. Finally, mesenteric lymph node Th2 lymphocytes percentage was not 

induced after FA challenge in PCSK9-/- mice. 

Altogether, our results suggest that PCSK9 deficiency and pharmacological 

inhibition of PCSK9 protect against gliadin induced allergic reactions.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introduction 

 

Food allergy (FA) is characterized by the absence or failure to develop food 

tolerance. FA progression can be summarized in two distinct steps: the sensitization 

and the challenge phases. During sensitization, the appearance of food antigens in the 

intestinal lumen will induce a signaling cascade emerging from the intestinal epithelial 

cells and/or from the mucosal immune system that will generate a pro-inflammatory 

state induced by the production and secretion of cytokine. This context will favor the 

generation of Th2 lymphocytes and this environment will promote the generation of B-

lymphocytes producing allergen-specific IgE. Next, these IgE will bind to their receptor 

on the surface of mast cells and basophils. Upon re-exposure, the binding of food 

allergens on IgE present on mast cells and basophils will stimulate the degranulation 

of pro-inflammatory molecules such as histamine and other cytokines [1]. FA 

prevalence is increasing over year and become a public health issue [2][3]. Few or no 

treatment, apart from total eviction, are, nowadays, available for allergic patients. Even 

if some treatment strategies such as oral immunotherapy are under development, 

allergic patients should wait several years to have access to it [4]. Thus, the 

understanding of new pathways involved in FA development or symptom appearance 

is crucial for patients. 

Discovered in 2003 as the third gene involved in familial hypercholesterolemia, the 

proprotein convertase subtilisin kexin of type 9 (PCSK9) is a natural inhibitor of the 

Low Density Lipoprotein Receptor (LDLR) and a key player in cholesterol homeostasis 

[5][6]. PCSK9 is strongly expressed by the liver and this organ is the main contributor 

of the circulating form of PCSK9 in the bloodstream. PCSK9 is also expressed at a 

lesser extent in the gut, the lung, the brain and the kidneys. Beyond its canonical role 



on cholesterol metabolism, several recent studies suggest that PCSK9 can modulate 

inflammatory responses. Indeed, several independent studies reported that PCSK9 

deficiency in mice protect against LPS induced septic shock [7][8]. Furthermore, Gain 

and Loss of function mutations in PCSK9 gene respectively aggravates or attenuates 

the cytokine pattern and survival percentage of patients in a context of septic shock 

[9]. Emerging studies showed that high plasma cholesterol level stimulates adaptive 

immunity and that these effects can favor atherosclerosis progression and other 

inflammatory diseases. Indeed, recent data from Ira Tabas’ team showed that PCSK9 

overexpression in humanized mouse models can disrupt human T cell homeostasis in 

vivo and contribute to T cell–mediated inflammatory diseases [10]. 

 Based on the well-established role of PCSK9 on cholesterol metabolism and the 

recent data underlying the functional importance of PCSK9 on several immune 

response, we hypothesize that PCSK9 deficiency or pharmacological inhibition of 

PCSK9 may protect mice from the deaminated-gliadin induced food allergy. 

 

Material & methods 

 

Animal model 

Male and female C57Bl6J mice deficient for PCSK9 (PCSK9-/-), as well as wild-type 

BALB/c mice were used and housed in a ventilated cage system. All mice had unlimited 

access to water and food, and followed a 12-hour day/night cycle. The mice were given 

a diet devoid of wheat gliadins from weaning (3 weeks old) and all along the protocol 

(Diet 210, SAFE, Augy, France).  Five weeks-old mice were sensitized by three 

intraperitoneal (IP) injection of 10 μg of deaminated-gliadin (DG) in 200 μL of 

phosphate-buffered saline (PBS) plus aluminum hydroxide (1:1) every 10 days, control 



mice were injected only with PBS. Then one week after the last DG injection mice were 

orally administrated with 20 mg of gliadin in 200 uL of water. A second challenge was 

repeated 7 days after, control mice were orally administrated with water only. 

The protocol was approved by the Ethics Committee on Animal Experimentation of 

Pays de Loire (CEEA). 

 

Transit time and fecal humidity assessment  

Mice were placed in individual cages without litter and food. During the first challenge 

DG/water solution was supplemented with carmine red so mice received a bolus of 40 

μg of carmine red. The time of appearance of the first red feces was noted during the 

observation in order to evaluate the transit time of each mouse. During the first 2 hours 

post-challenge all feces were collected in pre-weighed Eppendorf tubes. The weight of 

"wet" feces was determined by measuring the tubes containing fresh feces. After 

freezing at -80°C, the water was removed by freeze-drying for 24 hours in a freeze-

dryer (SRK System technik). The weight of each tube was measured a third time. The 

difference in weight between the feces before and after freeze-drying was used to 

estimate the weight of moisture in the feces. 

 

Intestinal permeability assessment 

During the second gliadin challenge DG/water solution was supplemented with 

10mg/mL of FITC-dextran (Sigma Aldrich). One hour after the oral administration blood 

was drawn and the serum was harvested. Paracellular permeability was assessed by 

measuring the plasma fluorescence emitted by the FITC. In order to achieve the range, 

the gavage solution was 1/10e diluted with PBS 8 times in cascade. 200 μL of each 

sample 1/10e diluted in PBS and range points were deposited on a 96-well darkfield 



plate (Thermo Fisher Scientific). The plate was then placed in a VARIOSKAN LUX 

plate reader spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) where the FITC was excited 

to 490 nanometers and the emission read at 530 nanometers.  

 

Ear thickness measurement 

To assess one allergic macroscopic symptom ear thickness was assessed before and 

1 hour after the second challenge with a digital micrometer (Mitutoyo). 

 

Assessment of Triglycerides and Cholesterol 

Cholesterol and triglycerides levels were measured using commercially available 

enzymatic kits (Sobioda, Montbonnot, France). 

 

Flow cytometry analysis 

The spleen and mesenteric lymph nodes (MLN) were removed and mechanically 

disrupted to obtain a single-cell suspension and filtered using a 40μm mesh. Spleen 

red blood cells were removed using Red Blood Cell lysis (eBioscience) prior to wash. 

Then spleen and MLN cells were resuspended in a FACS Buffer solution. BAL, spleen 

and MLN cells were stained with a lineage cocktail for the following surface markers: 

CD3 (145-2C11, BioLegend), CD4 (GK1.5, BioLegend), CD25 (PC61, BioLegend), 

CD8a (53-6.7, BioLegend), CD9 (MZ3, BioLegend), CD19 (1D3/CD19, BioLegend), 

IgE (R35-72, BD Biosciences), CD49b (DX5, BD Biosciences), IgD (217-170, BD 

Biosciences) and in the presence of CD16/32 (93, BioLegend) monoclonal antibodies 

at 1:100. Cells were stimulated for 5 hours with 10 μg/mL of crude deamidated gliadin 

preparation and with brefeldin A (Golgi plug, BD Biosciences) at 1:1000. Cells were 

fixed and permeabilized using a Cytofix/Cytoperm Kit (BD Biosciences) and stained 



with Gata3 (16E10A23, BioLegend), Foxp3 (MF-14, BioLegend), IL-17A (TC11-

18H10.1, BioLegend), IL-10 (JES5-16E3, BioLegend), IL-4 (11B11, BioLegend), IFNγ 

(XMG1.2, BioLegend) and RORγt (Q31-378, BD Biosciences) antibodies at 1:50. The 

cells were analyzed on a Fortessa X20 cytometer (BD Biosciences). Data were 

acquired using DIVA software (BD Biosciences) and analyzed with FlowJo 10.4 

(TreeStar). 

 

PCSK9 protein levels quantification  

Serum PCSK9 was measured using a commercially available ELISA kit (R&D Duoset 

PCSK9 mouse, Bio-Techne SAS, Noyal Châtillon sur Seiche, France). Samples serum 

from balbc control and anti-PCSK9 treated balbc were respectively diluted 500 and 

5000 times in PBS and we next followed the provided kit instructions. 

 

Serum gliadin specific IgE assessment 

A 96-well MaxiSorp dark-bottomed plate (Thermo Fisher Scientific) was saturated with 

a solution containing gliadin at 10 µg/ml overnight at 4°C. After four washes, the plate 

was saturated for two hours at 37°C with a saturation buffer (PBS + 0.05% Tween + 

1% BSA). After 4 successive washes, serum diluted 10 times in saturation buffer was 

deposited in triplicate in the plate and incubated for 2 hours at 37°C. After a further 

wash step, secondary anti-IgE alkaline phosphatase coupled antibody (1 mg/ml, 

SouthernBiotech) was diluted 250-fold with saturation buffer and deposited in the wells 

for two hours at 37°C. After washing, the alkaline phosphatase substrate, 4-

Methylumbelliferyl phosphate (MUP) 5-fold diluted in saturation buffer was added to 

and incubated at room temperature in the dark for 1h30. The plate was then placed in 

a VARIOSKAN LUX (Thermo Fisher Scientific) plate reader spectrophotometer where 



the MUP was excited to 360 nanometers and the emission read at 440 nanometers. 

Basal fluorescence was obtained by performing a blank labeling in several wells 

without adding serum and the mean of the values obtained was subtracted from the 

values of the samples to be assayed. 

 

Serum cytokines measurement 

Bio-Plex ELISA with Luminex Bio-Rad technology was used and instruction followed. 

Briefly, magnetic beads were diluted 10-fold in assay buffer and deposited in kit 

provided plate. Samples were diluted 4 times in kit reagent diluent. The plate was then 

washed twice with Bio-Plex Wash Buffer in Bio-Plex Wash Station (Bio-Rad), then the 

samples and assay were added and the plate was agitated at room temperature for 30 

minutes at 850 rpm. A series of three washes was performed, then detection antibody 

diluted to 10-fold with diluent detection was added and the plate was shaken at room 

temperature for 30 minutes at 850 rpm. After a series of three successive washes, the 

100-fold diluted SA-PE in Assay Buffer was deposited and the plate was shaken at 

room temperature for 10 minutes at 850 rpm. After a final series of washes, the beads 

were resuspended in assay buffer and agitated for 1 minute at room temperature at 

850 rpm and then the plate was read in Bio-Plex 200 system (Bio-Rad). 

 

Statistical analyses 

Values are reported as means ± SEM. Statistical significance was determined using a 

Mann & Whitney test. Values of P < 0.05 were considered as statistically significant. 

 

 

 
 



Results 
 

PCSK9 deficiency prevents allergic symptoms 

 We first assess the allergic response in males and females Pcsk9-/- and 

Pcsk9+/+ mice. To do so we injected 10 μg of DG intraperitoneally every 10 days 3 

times each injection was called Sensitization 1(S1), S2 and S3 respectively. Then, we 

orally administered 20 mg of DG 7 days after the S3 (step call Challenge 1 or C1) and 

one more time 7 days after (C2) (Figure 1A). We first observe that induced FA mice, 

regardless the genotype, present significant body weight loss after the C1 (Figure B). 

As a read out of allergic response, ear thickness was quantified before and 1 hour after 

the C2. We did show that Pcsk9+/+ FA mice present a significant increase of their ear 

thickness following challenge when Pcsk9-/- mice do not exhibit any difference 

compare to non FA mice (Figure 1C). We also measured an increase of the intestinal 

transit time in FA induced Pcsk9+/+ mice during the C1. As before, FA does not 

significantly alter intestinal transit of Pcsk9-/- mice (Figure 1E). By contrast, we do not 

retrieve any difference in feces humidity between control and FA group (Figure 1F). 

Finally, we confirm that Pcsk9-/- mice with or without FA are hypocholesterolemic 

compared Pcsk9+/+ groups (Figure 1D). All together, these data suggest that Pcsk9-

/- mice present less allergic symptoms than Pcsk9+/+ mice.   

 

PCSK9 deficiency prevents Th2 cells development but not IgE plasmocytes 

 To determine how PCSK9 deficiency protect against FA symptoms, we 

performed flow cytometry analysis on cells harvested from MLN and spleen. We first 

assess T regulatory (Treg) lymphocytes that are involved in tolerance development. 

Our measurement showed that during FA process both PCSK9-deficient and control 

wild-type littermates have decreased Treg lymphocytes in their MLN and spleen 



(Figure 2A). Similarly, Th1 lymphocyte population seems not affected by the FA status 

(Figure 2B). Allergic response is characterized by Th2 lymphocytes activation. 

Consistently, we did quantify in Pcsk9+/+ mice a significant increase of Th2 cell 

proportion in the MLN of FA induced mice compared to non-allergic control mice 

(Figure 1C). By contrast, we did not measure a significant raise of these cells in the 

MLN of Pcsk9-/- mice following FA induction (Figure 1C). In the spleen, we did not 

measure significant Th2 differences between groups (Figure 1C). Th17 lymphocytes 

were strongly increased in the MLN of Pcsk9+/+ control mice following FA challenge 

(Figure 1D). Despite a slight increase, it seems that their induction was attenuated in 

the MLN of FA challenged Pcsk9-/- mice (Figure 1D). In contrast, no significant 

alteration was seen in the spleen (Figure 1D). Another important feature in allergic 

immune cell response is the presence of IgE plasmocytes. We measured a significant 

increase in IgE plasmocytes only in the spleen of all FA induced mice (Figure 1E).  

Finally, we showed a slight increase in Breg population in MLN and spleen of FA 

induced Pcsk9-/- mice compared to control group (Figure 1F). 

 

Food allergy modulates circulating PCSK9 and efficacy of anti-PCSK9 antibody 

 Then, we used males and females Balbc mice, the golden standard mouse 

model for experimental allergy protocol. We inhibited PCSK9 by injecting every 10 

days, from the beginning to the end of the protocol, anti-PCSK9 antibody (AbP9) 

(Figure 3A). We first verified the efficacity of AbP9 treatment by measuring plasma 

PCSK9 levels after C2. As expected, due to its sequestrating effect, plasma PCSK9 

levels were strongly increased in mice treated with PCSK9 antibodies. Interestingly, 

we noticed that FA reduces plasma PCSK9 levels in both vehicle and AbP9 treated 

mice (Figure 3B). Moreover, we measured plasma cholesterol concentrations and 



validated that expected hypocholesterolemic effect of PCSK9 inhibitor in non-allergic 

control mice (Figure 3C). Surprisingly, in a food allergic context, anti-PCSK9 antibodies 

failed to lower plasma cholesterol concentrations (Figure 3C). 

 

Pharmacological PCSK9 inhibition attenuates allergic symptoms 

 As previously described in C57BL6/J mice, we observed that FA induction in 

Balb/c mice affects several parameters in vehicle treated mice. FA reduces body 

weight (Figure 4A), increases ear thickness (Figure 4B), intestinal transit time (Figure 

4D) and intestinal permeability (Figure 4C) and reduces fecal humidity (Figure 4E). 

The pharmacological inhibition of PCSK9 attenuates the symptoms induced by FA. 

First, the body weight loss was less severe in the AbP9 treated group compared to 

vehicle treated mice (Figure 4A). Secondly, the FA induction did not significantly affect 

ear edema (Figure 4B), intestinal transit and permeability (Figure 4D&C) or feces 

humidity (Figure 4E) in the AbP9 treated mice.  

 

PCSK9 inhibition prevents Th2 cells development but not IgE plasmocytes 

 To assess the effect of PCSK9 inhibition on immune cell population, we did a 

flow cytometry analysis in MLN and spleen of control or FA AbP9-treated and untreated 

balb/c mice. The anti-inflammatory Treg cells were not affected in the MLN while in the 

spleen, we noticed an increase in Treg cells proportion in FA induced mice (Figure 

5A). Pro-inflammatory Th1 cells proportion remained similar in all groups and organs 

tested (Figure 5B). As seen in C57BL/6 mice, FA induction significantly promoted Th2 

and Th17 lymphocytes proportion in MLN and the spleen (Figure 5C&D). Interestingly, 

the inhibition of PCSK9 globally reduced this FA dependent increase of Th2 and Th17 

lymphocytes proportion in MLN and spleen (Figure 5C&D). Finally, both IgE 



plasmocytes (Figure 5E) and Breg cells (Figure 5F) were increased in MLN and the 

spleen following FA induction and were unaffected by PCSK9 inhibition. 

 

PCSK9 inhibition has no effect on serum cytokines 

 To explore the effect of PCSK9 inhibition on immune response, we performed 

multiplex plasma cytokine levels analysis. First, we assessed the concentration of pro-

inflammatory cytokines released by Th2 and Th17 lymphocytes. As showed on Figure 

1A, FA induction respectively increased plasma IL4 and IL9 and reduced IL17A levels. 

The pharmacological inhibition of PCSK9 did not exert any effect of these cytokine 

levels (Figure 6A). We next measured serum IFN-γ, mirror of cytokine Th1 production, 

and find a slight increase in AbP9-treated FA mice compared to non-food allergic mice 

(Figure 6B). MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein 1) was increased in serum of 

FA mice regardless PCSK9 inhibition treatment (Figure 6C). We observe a similar 

increase of serum gliadin specific IgE levels in both FA groups (Figure 6D). Finally, 

serum IL-10 concentrations were unaffected by the different experimental conditions 

(Figure 6E).   

 

  



Discussion 

 

 This present study explores the putative role of PCSK9 on food allergy 

progression. We provide for the first time some evidence suggesting that both PCSK9 

deficiency or PCSK9 inhibition can attenuate food allergy symptoms. First, we report 

that lack of PCSK9 in gliadin food allergy mouse model decrease allergic occurrence 

such as ear thickness and transit time increase. Secondly, we showed that PCSK9 

deficiency prevents from the increase of Th2 and Th17 lymphocytes population 

occurring during food allergy. Finally, we reproduced these results using a 

pharmacological PCSK9 inhibitor in Balb/c mice.  

 Our data suggest that food allergy B cells sensitization occurring normally in 

Pcsk9 deficient or PCSK9 inhibited mice. Indeed, IgE-plasmocytes and gliadine-

specific IgE secretion are increased with or without PCSK9 deficiency/inhibition (Figure 

2, 5, 6). However, the other arm of food allergy development involving T lymphocyte 

seems to be altered by the lack of PCSK9 (Figure 2, 5). Further experiments are 

needed to determine the exact molecular mechanism and the role of PCSK9 on these 

cell populations.  

 One major information in our present study is the lack of food allergy symptoms 

despite the gliadin-specific IgE production in Pcsk9 deficiency/inhibition mouse model 

(Figure 1, 3). Because mast cells are known to be central for food allergy pro-

inflammatory mediator release and regarding the effect of dietary cholesterol effect on 

mast cell activation lack of PCSK9 effect may impact mast cell activation or 

proliferation [1][11].  

 It has been shown in 2008 that the liver is the only one organ responsible of 

PCSK9 secretion in the plasma [12]. Since the role of extra-hepatic PCSK9 is not well 



understood, we have previously developed an original intestine-specific Pcsk9 

deficient mice [13], it could be interesting to test if this mouse model is protected 

against food allergy symptoms as for total Pcsk9 deficiency. 

  To date, no data has been published regarding the putative link existing in 

Humans between PCSK9 biology and food allergy. It would be very informative to 

determine in cohorts of allergic patients whether PCSK9 polymorphisms or plasma 

PCSK9 circulating levels are correlated with the predisposition to develop or to 

aggravate the severity of food allergy. 

 PCSK9 is a natural inhibitor of the LDLR receptor and a master regulator of 

cholesterol homeostasis [6]. Numerous studies have established a crosstalk between 

cholesterol homeostasis and immune response. Notably, some studies have shown 

that cholesterol levels could have an impact on allergic mediator such as IgE levels or 

mast cell activation [14][11], or that Histamine may affect the hepatic expression of the 

LDLR [15]. It would be very interesting to test the effect of PCSK9 inhibitors in LDLR 

deficient mice. 

 In conclusion, our study provides the first evidence of the impact of PCSK9 on 

one allergic disease. Some studies are needed to better understand how PCSK9 

inhibition or deficiency modulates food allergic symptoms. Regarding the expression 

of PCSK9 in the other organs than liver or intestine, such as lungs, we can hypothesis 

that PCSK9 inhibition can affect other allergic diseases such as asthma or might affect 

the atopic march phenomenon [5][16].   
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Legends 

 

Figure 1 : PCSK9 deficiency prevents food allergy symptoms. A) Protocol of food 

allergy induction. B) Mice body weight measured every 2 days all along the protocol. * 

statistical analysis between Pcsk9+/+ Ctl and Pcsk9+/+ FA ; $ statistical analysis 

between Pcsk9-/- Ctl and Pcsk9-/- FA. C) Delta ear thickness before and one hour after 

the C2 deaminated-gliadin gavage. D) Serum cholesterol at the end of the protocol. E) 

Transit time assessed by red carmin colored feces appearance during the first 

deaminated-gliadin gavage (C1). F) Feces humidity from feces harvested during C1. 

Data represent the mean ± SEM (n = 9 – 12 animals per group); * p<0,05 ; **p<0,01; 

***p<0,005; ****p<0,001.  

 

Figure 2 : Pcsk9 deficiency protects from Th2 and Th17 lymphocyte increase but not 

from IgE-plasmocyte increase during food allergy. A) T regulatory lymphocyte B) Th1 

lymphocyte C) Th2 lymphocyte D) Th17 lymphocyte E) B regulatory lymphocyte and 

F) IgE-plasmocytes were measured in MLN and spleen after the second deaminated-

gliadin gavage obtained by flow cytometry from the four groups of mice. Treg (CD3+ 

CD4+ Foxp3+ CD25high), Th1 (CD3+ CD4+ IFNγ+), Th2 (CD3+ CD4+ Gata3+), Th17 

(CD3+ CD4+ Rorgt+), Breg (CD19+ IL-10+) and IgE-plasmocytes (CD9+ IgE+) were 

measured after in vitro stimulation. Data represent the mean ± SEM (n = 9 – 12 animals 

per group); * p<0,05 ; **p<0,01; ***p<0,005; ****p<0,001.  

 

Figure 3 : Effect of PCSK9 antibodies on circulating PCSK9 and cholesterol during 

food allergy. A) Protocol of food allergy induction and PCSK9 inhibition. B) Serum 



PCSK9 and C) Serum cholesterol assess from sera harvested during the C2. Data 

represent the mean ± SEM (n = 8 – 10 animals per group); **p<0,01; ****p<0,001.  

 

Figure 4 : PCSK9 inhibition prevents food allergy symptoms. A) Mice body weight 

measured every 2 days all along the protocol. * statistical analysis between Ctl and Ctl 

FA ; $ statistical analysis between AbP9 Ctl and AbP9 FA. B) Delta ear thickness 

before and one hour after the C2 deaminated-gliadin gavage. C) Intestinal permeability 

assessed by FITC serum content during the second challenge. D) Transit time 

assessed by red carmin colored feces appearance during the first deaminated-gliadin 

gavage (C1). E) Feces humidity from feces harvested during C1. Data represent the 

mean ± SEM (n = 8 – 10 animals per group); * p<0,05 ; **p<0,01; ***p<0,005; 

****p<0,001.  

 

Figure 5 : Pcsk9 inhibition protects from Th2 and Th17 lymphocyte increase but not 

from IgE-plasmocyte increase during food allergy. A) T regulatory lymphocyte B) Th1 

lymphocyte C) Th2 lymphocyte D) Th17 lymphocyte E) B regulatory lymphocyte and 

F) IgE-plasmocytes were measured in MLN and spleen after the second deaminated-

gliadin gavage obtained by flow cytometry from the four groups of mice. Treg (CD3+ 

CD4+ Foxp3+ CD25high), Th1 (CD3+ CD4+ IFNγ+), Th2 (CD3+ CD4+ Gata3+), Th17 

(CD3+ CD4+ Rorgt+), Breg (CD19+ IL-10+) and IgE-plasmocytes (CD9+ IgE+) were 

measured after in vitro stimulation. Data represent the mean ± SEM (n = 8 – 10 animals 

per group); * p<0,05 ; **p<0,01; ***p<0,005; ****p<0,001.  

 

Figure 6 : PCSK9 inhibition have no impact on serum cytokines during food allergy. A) 

Serum Th2 and Th17 lymphocytes pro-inflammatory cytokines (IL-2, IL-4, IL-9 and IL-



17A), B) Serum IFN-γ, C) Serum gliadin specific IgE, D) Serum MCP-1 and E) Serum 

IL-10 were measured from sera harvested during the second deaminated-gliadin 

gavage. Data represent the mean ± SEM (n = 8 – 10 animals per group); * p<0,05 ; 

**p<0,01; ***p<0,005; ****p<0,001.  
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Partie 3 : Discussion 

 

L’objectif de ma thèse visait à comprendre le rôle extra-hépatique de PCSK9 

au-delà du métabolisme du cholestérol. Pour cela, nous nous sommes intéressés à 

deux aspects différents. Premièrement, nous avons cherché à mieux comprendre le 

rôle de la PCSK9 intestinale sur la lipémie postprandiale qui est, altérée chez les souris 

Pcsk9- -[214]. Deuxièmement, nous avons étudié l’impact de PCSK9 sur un autre 

aspect que le métabolisme lipidique : l’inflammation. En effet, de plus en plus d’études 

apportent des arguments en faveur d’un rôle de PCSK9 sur les réactions 

inflammatoires [281][282][283][286][386]. Nous nous sommes intéressés aux effets 

d’une délétion totale ou d’une inhibition de PCSK9 sur l’allergie alimentaire.  

Ma première étude sur l’effet respectif de la PCSK9 extracellulaire d’origine 

hépatique et intracellulaire intestinale montre que seule la forme circulante de PCSK9 

est un régulateur clef de la LPP. Considérant l’expression forte de PCSK9 dans 

l’intestin des modèles animaux (rats, souris) et chez l’Homme [120][214] ainsi que les 

études in vitro dans le modèle entérocytaire des Caco-2 montrant que l’inhibition de 

PCSK9 entraîne une baisse de la sécrétion d’ApoB48 [182], nous avons voulu 

déterminer qui de la PCSK9 circulante, d’origine hépatique, ou de la PCSK9 

intracellulaire intestinale influence la LPP. Pour cela, nous avons développé un modèle 

de délétion de PCSK9 spécifiquement au niveau intestinal par le croisement de souris 

exprimant Pcsk9 flanqué de séquence Flox (Pcsk9f/f) avec des souris exprimant la 

recombinase Cre sous le promoteur intestin-spécifique de la villine [177][384]. La 

caractérisation de ce modèle a montré une délétion totale et spécifique de l’intestin de 

PCSK9. Malgré une absence totale de la forme protéique au niveau intestinal, nous 

n’avons pas réussi à mettre en évidence un impact de l’absence de la PCSK9 
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intestinale sur l’homéostasie du cholestérol ou des triglycérides lors d’une expérience 

de jeûne/re-nutrition de nos souris. L’étude de la LPP dans ce modèle n’a révélé 

aucune influence de l’absence de PCSK9 intestinale sur ce phénomène. Nous ne 

pouvons pas exclure que des mécanismes de compensation se mettent en place, 

notamment via la PCSK9 circulante. Des études supplémentaires seront nécessaires 

afin de comprendre le rôle de la PCSK9 intestinale, sûrement au-delà du métabolisme 

des lipoprotéines. Nous avons dans cette optique lancer une analyse transcriptomique 

à partir de muqueuses intestinales de souris contrôles floxées pour PCSK9 et des 

souris i-Pcsk9-/-  

Ensuite, nous avons utilisé deux approches complémentaires qui nous ont 

permis de mettre en évidence que la PCSK9 circulante est un acteur clef de la 

régulation de la LPP. Tout d’abord, nous avons inhibé la forme circulante de PCSK9 

par l’utilisation d’anticorps anti-PCSK9. Ensuite, nous avons sur-exprimé la PCSK9 

humaine au niveau du foie des souris sauvages par injection d’adénovirus. Étant 

donné que les résultats de 2009 montrent que les souris Pcsk9-/- sont capables 

d’éliminer plus rapidement leurs chylomicrons que les souris sauvages [214], nous 

pouvons dire que l’impact de la déficience en PCSK9 sur la LPP est majoritairement 

médié par l’augmentation de l’élimination des TRL. Prenant en compte que les 

chylomicrons et les VLDL sont éliminés de la circulation et captés par le foie via les 

récepteurs LDLR, LRP1, LRP5 ou syndecan-1 et que PCSK9 est capable de se lier et 

d’inhiber LRP1 à la surface des hépatocytes [168], nous avons voulu déterminer si le 

LDLR est indispensable dans l’effet de PCSK9 sur la LPP. En effet, l’étude des souris 

Ldlr-/- traitées par anticorps anti-PCSK9 ne révèle aucune altération de la lipémie 

postprandiale, montrant que l’inhibition de PCSK9 exerce son effet sur la LPP de façon 

LDLR-dépendante.  
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Les études cliniques très récentes sur le lien entre PCSK9 et LPP chez l’Homme 

montrent que cette inhibition n’a pas d’impact sur la LPP chez les patients sains 

contrairement à ce que nous révélons chez la souris [216][217]. De plus, les patients 

porteurs d’une mutation LOF de PCSK9 présentent une LPP altérée [215]. Enfin, les 

dernières études cliniques montrent une diminution de la LPP chez les patients atteints 

d'un diabète de type 2 qui reçoivent une injection d’Alirocumab ou d’Evolocumab 

[218][219]. Nos expériences menées chez les souris diabétiques présentant une 

hyperlipémie postprandiale caractéristique des patients diabétiques et traitées par 

anti-PCSK9 montrent une réduction de la LPP. Tous ces résultats montrent les limites 

des modèles murins mais, en même temps, rassurent sur la véracité des résultats 

dans un contexte pathologique. 

Ma thèse aura apporté des arguments montrant que la forme circulante de 

PCSK9 comparée à la forme intestinale est cruciale dans la régulation de la LPP. En 

allant un peu loin, nous montrons, avec ces résultats, que les thérapies anti-PCSK9 

peuvent être utilisées afin de réduire le phénomène d’hyperlipémie postprandiale, 

facteur de risque indépendant des MCV, chez les patients diabétiques. Enfin, nous 

déterminons que l’effet de PCSK9 sur la LPP est LDLR-dépendant.  

 

Notre seconde étude sur le rôle de PCSK9 dans l’allergie alimentaire est inédite, 

non seulement pour notre équipe experte dans le métabolisme lipidique et les MCV, 

mais également dans le champ de recherche de PCSK9. Nous avons saisi 

l’opportunité de collaborer avec l’équipe III de l’Institut du Thorax qui possède une 

expertise dans les allergies respiratoires et alimentaires grâce au Pr Antoine Magnan 

et au Dr Grégory Bouchaud. L’étude du modèle d’allergie alimentaire à la gliadine de 

blé développé précédemment par le Dr Bouchaud [387] a permis de montrer que, 
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d’une part, la déficience en PCSK9 et, d’autre part, l’inhibition de PCSK9 par un 

anticorps spécifique préviennent les symptômes de l’allergie alimentaire. En effet, 

nous mettons en évidence que la déficience et l’inhibition de PCSK9 empêchent 

l’apparition de l’œdème au niveau de l’oreille mesuré chez les souris sauvages 

allergiques et contrecarrent l’augmentation du transit intestinal induit par l’allergie 

alimentaire.  

Étant donné que l’allergie alimentaire est un processus se déroulant en deux 

phases distinctes : la sensibilisation et le challenge, nous avons voulu disséquer les 

mécanismes pouvant être altérés en l’absence ou lors de l’inhibition de PCSK9 et 

pouvant expliquer l’absence de symptôme. La sensibilisation allergique passe par la 

mise en place de deux sous-populations immunitaires particulières : les lymphocytes 

Th2 et les plasmocytes B producteurs d’IgE spécifiques de l’allergène [367]. La mesure 

des niveaux circulants d’IgE spécifiques de la gliadine dans nos modèles de souris 

montre que l’absence ou l’inhibition de PCSK9 n’influence pas la production, ni la 

sécrétion de cette classe d'immunoglobulines. De même, l’étude par cytométrie en flux 

des populations immunitaires montre que la proportion des plasmocytes B à IgE est 

augmentée chez les souris allergiques quel que soit leur traitement ou leur génotype. 

Ces résultats suggèrent que PCSK9 n’influence pas le développement de cette 

population immunitaire en particulier.  

L’exploration de l’autre branche de l’inflammation par la mesure des 

lymphocytes T, notamment des lymphocytes Th2, montre que l’absence et l’inhibition 

de PCSK9 altère l’augmentation de la proportion de cette population cellulaire lors de 

l’allergie. Des expériences supplémentaires sont nécessaires afin de déterminer 

comment PCSK9 agit sur ces populations immunitaires. En effet, nous avons planifié 

d’effectuer des expériences in vitro à partir de splénocytes primaires de souris 
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sauvages ou Pcsk9-/- et de les cultiver en présence de cocktails de cytokines en 

supplémentant le milieu de culture avec des protéines PCSK9 recombinantes. 

L’impact de PCSK9 sur la prolifération/différenciation de ces cellules sera analysé par 

cytométrie en flux. 

Au-delà du non développement des lymphocytes T pro-inflammatoires en 

absence de PCSK9, nous n'avons pas observé de symptôme allergique. Prenant en 

compte que les symptômes de l’allergie sont médiés par des facteurs pro-

inflammatoires (cytokines, histamine) sécrétés principalement par les mastocytes et 

les basophiles, nous posons l’hypothèse que la déficience et l’inhibition de PCSK9 

circulant pourrait influencer la prolifération, la survie ou l’activité de ces cellules qui 

normalement réagissent en réponse à l’allergie alimentaire. Un argument favorable à 

cette hypothèse est que le cholestérol est un facteur crucial dans l’activation de ces 

populations immunitaires, notamment des mastocytes [388]. L’effet de PCSK9 sur ces 

cellules peut donc être indirectement dû au niveau circulant de cholestérol. Afin de 

tester cette hypothèse, nous avons prévu de mettre en place le protocole d’allergie 

alimentaire chez des souris Ldlr-/- dans lesquelles PCSK9 est incapable de moduler la 

cholestérolémie [122]. Ces conditions expérimentales permettront de déterminer si 

l’effet sur les cellules immunitaires de PCSK9 est direct ou indirect via la régulation 

des niveaux circulants de cholestérol.  

Enfin, lors de notre première étude, nous avons développé un modèle de souris 

i-Pcsk9-/-. Etant donné que l’allergie alimentaire est une pathologie inflammatoire dont 

le développement est cantonné à l’intestin, il serait intéressant d’observer les effets de 

la déficience intestinale de PCSK9 sur cette pathologie. Cette approche pourrait aider 

à déterminer un rôle extra-hépatique de PCSK9 au-delà du métabolisme du 

cholestérol.  
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Durant la durée de ma thèse, j’ai essayé d’élucider et de comprendre le rôle 

extra-hépatique de PCSK9 surtout au niveau intestinal. Le développement de la souris 

i-Pcsk9-/- est un véritable atout afin de dissocier les effets de la forme circulante et 

locale de PCSK9 sur les processus intestinaux. Malheureusement, la recherche 

effectuée autour du métabolisme des lipoprotéines n’a pas permis de montrer un rôle 

de la PCSK9 intestinale. Au contraire, nous avons renforcé les données et l’importance 

de la PCSK9 d’origine hépatique sur la modulation du métabolisme lipidique, 

notamment sur le phénomène de lipémie postprandiale. Pratiquement à mi-parcours, 

l’initiation du projet autour des effets de PCSK9 sur l’allergie alimentaire a permis 

d’ouvrir un nouveau champ de recherche sur PCSK9 et ses effets inflammatoires. 

Beaucoup de travail reste néanmoins à effectuer autour de cet axe afin de caractériser 

les effets de PCSK9 sur ce processus. Enfin, j’aime à croire que cette nouvelle 

perspective de recherche identifiera le premier rôle intestinal de PCSK9. 
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ORIGINAL ARTICLE

Roux-en-Y gastric bypass reduces plasma cholesterol in
diet-induced obese mice by affecting trans-intestinal cholesterol
excretion and intestinal cholesterol absorption
C Blanchard1,2,8, F Moreau1,8, A Ayer1, L Toque1, D Garçon1, L Arnaud1, F Borel1,2, A Aguesse3,4, M Croyal3,4, M Krempf3,4, X Prieur1,
M Neunlist5,6, B Cariou1,7 and C Le May1

OBJECTIVE: Bariatric surgery appears as the most efficient therapeutic alternative in morbidly obese patients. In addition to its
efficiency to decrease body weight, it also improves metabolic complications associated to morbid obesity, including dyslipidemia.
Although the cholesterol-lowering effect varies with the bariatric procedures, the underlying molecular mechanisms remain poorly
defined. This study aims to assess the consequence of both restrictive (sleeve gastrectomy; SG) and malabsorptive (Roux-en-Y
gastric bypass; RYGB) procedures on cholesterol metabolism in mice.
SUBJECTS: Ten-week-old C57BL6/J males were fed with a high-fat diet for 8–14 weeks before sleeve or RYGB surgery.
RESULTS: SG has a modest and transient effect on plasma cholesterol levels, linked to a reduction in food intake. In contrast,
modified RYGB led to a sustained ≈35% reduction in plasma cholesterol concentrations with a drastic increase in fecal cholesterol
output. Mechanistically, RYGB exerts a synergystic effect on cholesterol metabolism by inducing the trans-intestinal cholesterol
efflux and reducing the intestinal cholesterol absorption.
CONCLUSIONS: In mice, RYGB, but not sleeve, strongly favors plasma cholesterol elimination by concomitantly increasing trans-
intestinal cholesterol excretion and by decreasing intestinal cholesterol absorption. Our models open new perspective for
deciphering the hypocholesterolemic effects of bariatric procedures.

International Journal of Obesity (2018) 42, 552–560; doi:10.1038/ijo.2017.232

INTRODUCTION
Obesity is a major public health issue, with increased prevalence
from 4 to 28% for men and from 6 to 36% for women in Europe
(from 2003 to 2008).1 Morbid obesity is frequently associated with
metabolic complications such as type 2 diabetes, hypertension
and dyslipidemia, pulling a reduction of both quality of life and life
expectancy.2 Currently, bariatric surgery emerges as the ther-
apeutic alternative of choice for morbidly obese patients and is in
full progress worldwide.3

A number of different surgical methods have been developed but
sleeve gastrectomy (SG) and Roux-en-Y gastric bypass (RYGB) are
the two most commonly used procedures in clinical practice.3

During the SG procedure, ≈80% of the initial volume of the stomach
is removed. SG belongs to the restrictive bariatric techniques that
act by increasing satiety. The RYGB is one of the ‘malabsorptive’
techniques. During RYGB, a small gastric pouch (1–2% of total
gastric volume) is created and the intestine is rearranged in a
Y-shaped anatomy that promotes a delay of digestion and
absorption of nutrients. These two techniques lead to significant
body weight reduction and improvement of frequently associated
comorbidities (high blood pressure, diabetes and dyslipidemia) with
a global higher efficiency for RYGB compared to SG.4

Dyslipidemia is clearly improved after bariatric surgery, but in a
different manner according to the surgical techniques.4 In a large

meta-analysis, both SG and RYGB decrease plasma triglyceride and
increase high-density lipoprotein cholesterol levels in a similar
extent. In contrast, the decrease of plasma low-density lipoprotein
cholesterol is more pronounced after a malabsorptive procedure
(RYGB, biliopancreatic diversion) than a restrictive surgery (SG,
gastric banding).4 These clinical observations suggest that the
underlying cellular and molecular mechanisms differ between the
bariatric procedures to modulate low-density lipoprotein choles-
terol metabolism.
The liver is the master regulator of cholesterol metabolism and

mainly acts by regulating the endogenous cholesterol synthesis
and the uptake of cholesterol containing chylomicron remnants
and low-density lipoprotein particles. Beyond the liver, the small
intestine is the second major organ involved in cholesterol
homeostasis.5 First, its anatomical multi-folded structure and the
presence of specialized cholesterol transporters allow the efficient
absorption of dietary cholesterol. More importantly, it also ensures
the re-uptake of newly secreted cholesterol from biliary and non-
biliary origins.5,6 Indeed, the existence of a non-biliary route
contributing to fecal sterol loss was suspected decades ago in
dogs, rats and later in humans with impaired biliary secretion, but
definitively demonstrated in mice in 2007.7 This pathway named
trans-intestinal cholesterol excretion or TICE exports plasma
cholesterol directly via the intestinal barrier to the intestinal
lumen.7 In C57BL6 mice under standard chow diet, TICE is

1l’institut du thorax, INSERM, CNRS, UNIV Nantes, Nantes, France; 2Service de Clinique de Chirurgie Digestive et Endocrinienne, CHU de Nantes, Nantes, France; 3Physiologie des
Adaptations Nutritionnelles, CHU Hôtel-Dieu, Nantes, France; 4CRNHO, West Human Nutrition Research Center, CHU, Nantes, France; 55 INSERM UMR 1235, Nantes France; 6CHU
Nantes, Institut des Maladies de l’Appareil Digestif, Nantes, France and 7l’institut du thorax, CHU Nantes, Department of Endocrinology, Nantes, France. Correspondence:
Dr C Le May, l’Institut du Thorax INSERM UMR 1087-CNRS UMR 6291, 44000 Nantes, France.
E-mail: cedric.lemay@univ-nantes.fr
8These authors contributed equally to this work.
Received 6 February 2017; revised 10 August 2017; accepted 27 August 2017; accepted article preview online 28 September 2017; advance online publication, 14 November 2017

International Journal of Obesity (2018) 42, 552–560
© 2018 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature. All rights reserved 0307-0565/18

www.nature.com/ijo

http://dx.doi.org/10.1038/ijo.2017.232
mailto:cedric.lemay@univ-nantes.fr
http://www.nature.com/ijo


responsible for 33% of the fecal cholesterol loss, that is, twice the
amount excreted by the biliary pathway.8 Very recently, in vivo
kinetic studies performed in humans have shown that TICE may
contribute to 35% of the fecal cholesterol loss.9 More importantly,
the pharmacological induction of TICE by ezetimibe can
considerably increase the fecal neutral sterol excretion.8,9

The objective of our study is to better understand the effect of
bariatric surgeries on cholesterol homeostasis by assessing the
consequence of two mouse models of bariatric surgery, that is, the
SG and the RYGB on the intestinal cholesterol absorption, biliary
excretion and TICE.

MATERIALS AND METHODS
Animals and diets
Ten-week-old C57Bl/6 mice (purchased from Charles River; L’Arbesle,
France) had free access to water and high-fat diet (DIO diet 35% kcal from
fat, Laboratoire Safe, Augy, France; caseine 25.8%, mineral AIN 1.30%,
vitamins 1.30%, phosphate bicalcique 1.70%, calcium carbonate 0.7%,
citrate potassium 2.10%, choline bitartrate 0.026%, sucrose 8.9%, cystine
0.384%, cellulose 6.5%, lard 31.7%, soybean oil 3.3% and maltodextrine
16.29%) for 8 (SG) or 10–14 weeks (RYGB) prior bariatric surgeries. The
initial number of mice used in each experimental group was estimated
according to previous studies implying bariatric surgery in rodents.10–16

Before surgery, mice were randomized on body weight and plasma
cholesterol and three groups were performed: sham; pair-fed (which
received the same quantity of food than SG or RYGB groups); and SG/
RYGB. To promote weight gain, mice dedicated to the RYGB surgery (sham,
pair-fed and bypass) received in addition to the high-fat diet, water
containing 20% fructose (w/v). No blinding was performed. All experiments
were approved by the Ethic Committee for Animal Experimentation of Pays
de la Loire (study no. 01953.01).

Bariatric surgery
Surgical procedures that are resumed in supplemental files have been fully
described in a manuscript and videos published in the Journal of Visualized
Experiment.17 Briefly, the SG procedure consists to remove 80% of the
stomach by discarding the greater curvature and the entire fundus of the
stomach. During RYGB, a gastrojejunostomy without stomach excision is
created and the intestine is rearranged in a Y-shaped anatomy.

Food intake measurement
Mice were allowed to recover 1 week after surgery and were housed in
individual cage. Each day, the amount of solid diet placed in the cage was
weighted and the residual food was measured 24 h later. The average daily
food intake was measured from day 7 after surgery to day 28 in the SG
group, and from day 7 after surgery to day 35 in the RYGB group.

Glucose homeostasis assessment
For longitudinal studies, blood glucose levels were measured every
Monday in fed condition (to allow a homogenous gastric emptying, food
was removed at 08.00 AM and measurement performed at 11.00 AM). Oral
glucose tolerance tests were performed 3 weeks after surgeries in 6 h-
fasted mice. Blood glucose values were measured using a glucometer (One
Touch, Lifescan, Issy les moulineaux, France) at 0, 15, 30, 60 and 120 min
after an oral gavage of 20% D-glucose solution (2 g kg− 1).

Biochemistry
Plasma samples were collected after 3 h fasting to allow gastric emptying.
Plasma total cholesterol and triglyceride concentrations were determined
using a commercially available kit (SOBIODA, Montbonnot-Saint-Martin,
France). Plasma proprotein convertase subtilisin kexin type 9 (PCSK9) levels
were assayed in duplicates using an enzyme-linked immunosorbent assay
following the manufacturer’s instructions (Circulex CY-8079, CycLex Co, Ina,
Nagano, Japan).

Fecal, biliary and TICE
Three days before measurement, mice were anesthetized with isoflurane
and received 0.3 mg of cholesterol-D7 in 100 μl intralipid by intrapenile

injection and oral gavage of 0.6 mg cholesterol-D5 in 200 μl olive oil, and
were placed in individual cage for 3 days. Daily feces production was
collected every 24 h for 3 days. The third day mice were fasted for 3 h, then
anesthetized with a xylazine/ketamine solution (10/80 mg kg− 1, intraper-
itoneal injection) and placed onto a heat pad. Perfusion solution
composition as well as surgical procedures to realize bile duct diversion
and proximal intestinal cannulation was performed as previously
described.7,18 Biliary and alimentary intestinal limbs were simultaneously
perfused using a stable output flux of 5 ml h− 1 for 2 h. Blood, bile and
intestinal perfusate samples were collected after the procedure and D7/D5
cholesterol content was further analyzed by gas chromatography–mass
spectrometry.

RNA analysis
The intestinal mucosa was collected as previously described18 and total
RNA from tissues was purified using Trizol (Life Technology, les Ulis,
France) according to the manufacturer’s instructions. Total RNA from cell
samples was purified with the NucleoSpin RNA II (Macherey Nagel, Hoerdt,
France). Total RNA (500 ng) was reverse-transcribed and real-time
quantitative PCR was performed using the TaqMan 7900 Sequence
Detection System (Applied Biosystems, Warrington, UK). Primers were
designed using the Primer Express 3.1 software (http://bioinfo.ut.ee/
primer3-0.4.0/) and described below. Results are represented as arbitrary
units indicating relative expressions by calculation based on the
comparative Ct (also called ΔCt) methods after normalization to cyclophilin
or 36B4 as the reference genes (indicated in the figure legend where
applicable).

Western blot
The intestinal mucosa was collected as previously described19 and was
homogenized in a RIPA buffer containing protease inhibitor cocktail (Roche
Diagnostic, Indianapolis, IN, USA). Total lysate proteins were resolved on
NuPAGE 4–12% BisTris gels in MES SDS buffer (Invitrogen, Waltham, MA,
USA) under reducing conditions and transferred using Iblot system onto a
nitrocellulose membrane (Invitrogen). Membranes were probed with
antibodies raised against the mouse low-density lipoprotein receptor
(LDLR) antibody (R&D Systems Europe, Lille, France) and β-actin (Millipore,
Molsheim, France). Immunoreactive bands were revealed using the ECL
plus kit (Amersham Biosciences, Little chalfont, UK).

Statistics
All results are reported as means ± s.e.m. Statistical significance was
analyzed using analysis of variance test and non-parametric Mann–
Whitney test, with Graphprism (Graphpad Software, San Diego, CA, USA).
The values of Po0.05 were considered as significant.

RESULTS
SG and RYGB reduce body weight and improve glucose
homeostasis
To assess the effects of bariatric surgeries on cholesterol
metabolism, we adapted two models of bariatric surgeries
routinely performed in clinical practice, in mice: SG
(Supplementary Figure S1A) and a modified version of the RYGB
(RYGB; Supplementary Figure S1B). Mice had similar body weight
prior surgery. SG operated mice displayed a significant weight loss
14 days after surgery compared to sham control mice (28.7 vs
31.8 g; P= 0.008; Figure 1a), and a trend for epididymal fat pad
weight reduction (−27%, P= 0.10). Both pair-fed and SG mice
show a 15% reduction of food intake compared to sham control
mice (Figure 1c). The extent of body weight change was more
important following RYGB surgery compared to SG. Two weeks
after surgery, RYGB-operated mice lost 20% of their pre-operative
body weight (Po0.001; Figure 1b). While we observed a
significant reduction of food consumption in the RYGB mice in
the fist 10 days following the surgery, there was no further
significant change in food intake after surgery recovery from day
10 to day 35 (Figure 1d; Supplementary Figure S3). Consistently,
the epididymal fat pad weight was reduced by more than 80% in
the RYGB group compared to the sham group (respectively:
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Figure 1. Effect of SG and RYGB on body weight (a, b); on daily food intake (c, d); on plasma glucose (e, f); and on oral glucose tolerance test
(g, h). Inserts represent area under the curve. Data are shown as mean value± s.e.m. *Po0.05; **Po0.01; ***Po0.001, ****Po0.0001.
Mann–Whitney test between sham and SG and RYGB groups. (a, c, e, g) Sham n= 22; pair fed n= 24; sleeve n= 24. (b, d, f, h) Sham n= 14; pair
fed n= 8; RYGB n= 19.
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1947 ± 123 and 352± 132 mg, Po0.0001). Five weeks post
surgery, the body weight loss reached 28% of the pre-operative
weight in the RYGB group compared to only 4 and 9% in the sham
and pair-fed groups (Figure 1b). Longitudinal random-fed blood
glucose follow-up as well as oral glucose tolerance tests showed a
significant improvement in glucose homeostasis after SG and
RYGB surgeries (Figures 1e–h).

RYGB reduces plasma cholesterol concentrations by stimulating
fecal cholesterol excretion
Following several weeks of high-fat diet, all mice were equally
hypercholesterolemic with plasma cholesterol levels prior surgery
over 1.5 g l− 1 (Figures 2a and b). Two weeks after SG, a significant

reduction of plasma total cholesterol was observed in both SG
(−36.3%; Po0.0001) and pair-fed groups (−34.9%; Po0.0001),
with also a trend for decrease in sham group (−16.1%, P= 0.06;
Figure 2a).
This mild hypocholesterolemic effect was transient and lost

3 weeks after SG. The fecal cholesterol output measured 2 weeks
after the SG was not significantly altered (Figure 2d). In contrast,
RYGB surgery induced a strong and persistent cholesterol-
lowering effect with a significant reduction of 42%, 32.4%,
37.5% and 33.7% of plasma total cholesterol concentrations 2, 3,
4 and 5 weeks after surgery, respectively (Po0.0001). Importantly,
no hypocholesterolemic effect was observed in the pair-fed group
compared to sham control mice, suggesting that RYGB reduced
plasma cholesterol levels independently of change in food intake.

Figure 2. Effect of SG and RYGB on plasma cholesterol (a, b); effect of RYGB surgery on circulating PCSK9 levels (c); effect of SG and RYGB on
fecal cholesterol excretion (d, f); and effect of SG and RYGB on fecal D7 cholesterol excretion (e, g). Data are shown as mean value± s.e.m.
*Po0.05; **Po0.01; ***Po0.001; ****Po0.0001. Mann–Whitney test between sham and SG and RYGB groups. (a, d, e) Sham n= 22; pair fed
n= 24; sleeve n= 24. (b, c, f, g) Sham n= 14; pair fed n= 8; RYGB n= 19.
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Fast protein liquid chromatography analysis showed a disappear-
ance of the large high-density lipoprotein peak after RYGB
compared to the sham control mice (Supplementary Figure S2).
Interestingly, the fecal cholesterol excretion was highly induced
(+356%, P= 0.0002), 5 weeks after RYGB (Figure 2f). Moreover, we
confirmed that plasma D7 cholesterol is excreted almost four
times more in the RYGB compared to sham groups (P= 0.006;
Figure 2g), suggesting that pathways involved in plasma
cholesterol elimination are significantly increased following RYGB.

RYGB-induced hypocholesterolemia is not due to reduced plasma
PCSK9 concentrations
PCSK9 is an endogenous inhibitor of the LDLR and a master
regulator of plasma cholesterol homeostasis.20 Thus, we deter-
mined whether the sustained hypocholesterolemic effect
observed after RYGB could be linked to a reduction of PCSK9
expression. However, hepatic PCSK9 mRNA levels were signifi-
cantly increased in the RYGB compared to sham group (Table 1).
Consistently, plasma PCSK9 levels were significantly higher in the
RYGB group compared to controls (Figure 2c). Altogether, these
data indicate that PCSK9 is not involved in the hypocholester-
olemic effect of RYGB.

RYGB does not affect biliary cholesterol efflux but induces TICE
Two pathways have been involved in the plasma cholesterol
elimination, the classical hepatobiliary route and the newly
described TICE pathway. To better understand their respective
roles in the increased cholesterol fecal loss, we concomitantly
measured the effect of RYGB on these two pathways. As shown in
Figures 3a and b, RYGB did not affect the biliary efflux of
cholesterol (Figure 3a) or plasma-injected D7 cholesterol
(Figure 3b). Consistently, hepatic gene expression of the human
sterol transporters ABCG5 and ABCG8 is reduced by 63%
(Po0.05) and 19% (not significant) in RYGB compared to sham

groups (Table 1). In contrast, the TICE was increased by 66%
compared to sham procedure 5 weeks after RYGB (Figure 3c). The
trans-intestinal efflux of D7 cholesterol also tended to be
increased (+48.5%, P= 0.20), but it failed to reach significance
due to higher heterogeneity of the results (Figure 3d).

RYGB surgery reduces intestinal cholesterol absorption
Finally, using the dual isotope ratio method, we measured the
intestinal ability of sham control and RYGB-operated mice to
absorb orally administrated cholesterol. Five weeks after surgery,
fractional cholesterol absorption was about 40.8%± 6.3 in the
sham group (Figure 3e), while intestinal cholesterol absorption
was reduced by 36% in the RYGB group (26.1%±4.4). Intestinal
mucosa mRNA expression analysis in the three intestinal limbs
(biliary, alimentary and common) did not reveal any change in
Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1) transporter but found a
significant decrease in CD36 and SRBI in the alimentary limb
(Table 2).

RYGB alters fecal and plasma bile acids levels
To determine whether RYGB alters bile acid homeostasis in our
model, we analyzed the plasma and fecal bile acids contents by
mass spectrometry. We found a significant increase in total plasma
bile acids levels (Figure 4a) as well as some relative changes in
plasma bile acids composition after RYGB (Figure 4b). Almost all
classes of bile acids were induced following RYGB but the highest
changes involved cholic acid, beta and omega muricholic acid,
lithocholic acid and ursodeoxycholic acid (Figure 4c). Our data also
revealed an increased fecal elimination of alpha and beta
muricholic acid in the RYGB compared to sham group
(Figure 4d). At the hepatic level, the mRNA expression of bile
acid target genes such as CYP7A1, FXR and SHP was unaltered
(Table 1).

DISCUSSION
Bariatric surgery is the most efficient approach to reduce body
weight and metabolic complications related to morbid obesity. In
humans, plasma low-density lipoprotein cholesterol levels are
clearly reduced after bariatric surgery, but the magnitude of the
low-density lipoprotein cholesterol lowering seems to be depen-
dent on the surgical procedures.4 In this study, we aim to unravel
the underlying mechanisms sustaining the improvement of the
hypercholesterolemia with the 2 most frequent bariatric proce-
dures: SG and RYGB.
To address this question, we developed two mice models of SG

and a modified RYGB, as described before.10 As expected,11–13 we
observed that RYGB, and in a lesser extent SG, induce a significant
reduction of body weight and adiposity as well as a significant
improvement of glucose homeostasis, thereby validating our
surgical models.
Importantly, we demonstrated for the first time a differential

effect between SG and RYGB on cholesterol metabolism in mice.
On the one hand, SG induces a modest and transient hypocho-
lesterolemic effect, and importantly this change occurs without
affecting the hepatobiliary, the trans-intestinal and the global fecal
output of plasma cholesterol. This slight effect is likely due to a
reduction in food intake since it was similarly observed in pair-fed
mice. However, it is important to notice that previous studies
reported more persistent hypocholesterolemic effect of SG in mice
and rats.14–16 On the other hand, RYGB induces a strong and
sustained cholesterol-lowering effect with an improved pattern of
circulating lipoproteins. In contrast to what observed in SG, such
beneficial effect does not appear to be linked to a modification in
food intake as (i) our RYGB model does not affect the stomach size
and the daily food intake compared to sham mice and (ii) we
observed a significant reduction of total cholesterol in the RYGB

Table 1. Q-PCR analysis of hepatic gene expression after RYGB: effect
of bypass surgery on hepatic gene expression

Sham RYGB

Cholesterol metabolism
SREBP2 1.00± 0.09 1.40± 0.26
HMG-CoA reductase 1.00± 0.12 0.96± 0.33
LDLR 1.00± 0.07 0.38± 0.12*

LDLR inhibitor
PCSK9 1.00± 0.11 2.13± 0.49*
IDOL 1.00± 0.08 1.01± 0.09

Remnant metabolism
LRP1 1.00± 0.09 1.01± 0.10
CD36 1.00± 0.09 0.47± 0.07*
ABCA1 1.00± 0.13 1.44± 0.10*

Biliary cholesterol excretion
ABCG5 1.00± 0.05 0.37± 0.13*
ABCG8 1.00± 0.08 0.58± 0.19

Bile acid metabolism
CYP7A1 1.00± 0.21 0.81± 0.30
FXR 1.00± 0.09 1.23± 0.11
SHP 1.00± 0.13 1.25± 0.21

Abbreviations: LDLR, low-density lipoprotein receptor; PCSK9, proprotein
convertase subtilisin kexin type 9; Q-PCR, quantitative PCR; RYGB, Roux-en-
Y gastric bypass. mRNA levels are normalized to cyclophilin mRNA levels.
Values are means± s.e.m. and are standardized to values measured in the
sham group arbitrary set to 1. *Po0.05; Mann–Whitney test between sham
and RYGB groups. n= 7 per group.
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group compared to the pair-fed group. Thus, our mice models
mimic the differential effects of SG and RYGB on plasma
cholesterol levels in humans,4 which was a prerequisite to further
decipher the underlying molecular mechanisms.
The reduction of plasma cholesterol induced by the RYGB

seems to be mainly driven by an increase of fecal cholesterol
output. To date, two routes have been described to be

quantitatively involved in this process, the hepatobiliary and the
TICE pathways (reviewed in6). In mice, the TICE has been
demonstrated to be the main route for plasma cholesterol efflux
and appears twice as much efficient than the biliary pathway
under basal condition.8 More recently, both ex vivo studies on
human intestinal biopsies,18 and in vivo kinetic measurement
demonstrated that TICE is also active in humans.9 Whereas the

Figure 3. Effect of RYGB on biliary cholesterol excretion, sham n= 8, RYGB n= 5 (a); on D7 biliary cholesterol excretion, sham n= 8, RYGB n= 5
(b); on TICE, sham n= 12, RYGB n= 8 (c); on trans-intestinal D7 cholesterol excretion, sham n= 12, RYGB n= 8 (d); and on intestinal cholesterol
absorption, sham n= 8, RYGB n= 9 (e). Histograms represents means± s.e.m. *Po0.05; Mann–Whitney test between sham and RYGB groups.

Table 2. Q-PCR analysis of intestinal gene expression after RYGB: effect of bypass surgery on intestinal gene expression

Alimentary limb Biliary limb Common limb

Sham RYGB Sham RYGB Sham RYGB

PCSK9 1.00± 0.18 12.47± 2.29* 1.00± 0.12 2.53± 0.72* 1.00± 0.13 13.13± 4.43*
LDLR 1.00± 0.07 1.32± 0.25 1.00± 0.08 0.57± 0.14* 1.00± 0.05 1.11± 0.23
NPC1L1 1.00± 0.18 1.60± 0.28 1.00± 0.31 1.24± 0.60 1.00± 0.19 1.86± 0.51
ABCG5 1.00± 0.13 0.87± 0.13 1.00± 0.19 1.03± 0.16 1.00± 0.13 1.33± 0.22
ABCG8 1.00± 0.17 0.73± 0.16 1.00± 0.24 0.93± 0.17 1.00± 0.22 1.28± 0.24
CD36 1.00± 0.12 0.37± 0.16* 1.00± 0.26 0.53± 0.10 1.00± 0.18 1.08± 0.26
SRBI 1.00± 0.21 0.18± 0.02* 1.00± 0.22 1.98± 0.58 1.00± 0.22 0.92± 0.23

Abbreviations: LDLR, low-density lipoprotein receptor; PCSK9, proprotein convertase subtilisin kexin type 9; Q-PCR, quantitative PCR; RYGB, Roux-en-Y gastric
bypass. mRNA levels are normalized to cyclophilin mRNA levels. Values are means± s.e.m. and are standardized to values measured in the sham group
arbitrary set to 1. *Po0.05; Mann–Whitney test between Sham and RYGB groups. n= 7 per group.
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biliary pathway appears to be the main route of cholesterol
elimination under unstimulated condition,9 the TICE could be
strongly induced pharmacologically to increase the fecal sterol
loss.9 Finally, a fraction of the cholesterol excreted by these two
routes can be reabsorbed by the small intestine. Therefore, the
fractional cholesterol absorption efficiency can also largely
modulate the fecal excretion of plasma cholesterol.
Five weeks after surgery, RYGB does not significantly alter the

biliary efflux of both total unlabeled or D7 cholesterol. Consis-
tently, the hepatic mRNA levels of the main biliary cholesterol
transporters ABCG5 and ABCG8(ref. 21) were not increased, but
rather reduced after RYGB. In addition, both HMG-CoA reductase
and SREBP2 mRNA levels are unaffected following RYGB (Table 1),
suggesting that the endogenous synthesis of cholesterol was not
altered. Surprisingly, we found a significant reduction of hepatic
LDLR gene expression and an increase of hepatic PCSK9 mRNA
levels. In accordance with our results, another study recently
reported that RYGB and biliary diversion strongly induce PCSK9
hepatic expression in mice.22 At the protein level, we confirmed
that circulating plasma PCSK9 levels were significantly increased
after RYGB and that hepatic LDLR protein content was reduced

(data not shown). Finally, hepatic LRP1 mRNA levels remain
unaltered after surgery. Together, these data suggest that RYGB
does not reduce plasma cholesterol by increasing hepatic plasma
cholesterol clearance or hepatobiliary cholesterol efflux.
One of our key findings is that the TICE is significantly increased

5 weeks after RYGB. This pathway is to date poorly characterized
and only few molecular determinants of the TICE have been
identified. Nevertheless, it has been previously demonstrated that
the TICE appears to be regulated by multiple cholesterol
transporters.8,18 At the basolateral side of the enterocyte, we
have shown that both statins and PCSK9 can modulate the TICE.18

Indeed, PCSK9-deficient mice display an increased TICE compared
to wild-type littermates, while acute PCSK9 intravenous injection
decreases intestinal LDLR content and conversely reduces TICE.18

At the apical side, it has been reported that ABCG5/ABCG8
deficiency only reduces by 40% the apical intestinal cholesterol
efflux,8 whereas it almost fully blocks biliary cholesterol secretion.
This apical mechanistically redundancy has been further proven
by studies showing that ABCB1 contributes to 20% of the apical
cholesterol efflux8,18 and that the pharmacological inhibition of
NPC1L1 by ezetimibe significantly increases TICE.9,23 In the present

Figure 4. Effect of RYGB on plasma bile acids concentration (a); on relative plasma composition (b); and on induction of plasma bile acids (c).
Effect of RYGB on fecal bile acids excretion (d). Histograms represent mean values± s.e.m. *Po0.05. Mann–Whitney test between sham and
RYGB groups. (a, b, c) sham n= 11, RYGB n= 10; (d) sham n= 7, RYGB n= 9. CA, Cholic Acid; DCA, deoxycholic acid; LCA, LithoCholic Acid; MCA,
MuriCholic Acid; TCA, TauroCholic Acid; TCDCA, TauroChenoDeoxyCholic Acid; TDCA, TauroDeoxyCholic Acid; TLCA, TauroLithoCholic Acid; T-
MCA, TauroMuriCholic Acid; TUDCA, TauroUrsoDeoxyCholic Acid; UDCA, UrsoDeoxyCholic Acid.
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work, a drastic induction of PCSK9 mRNA levels in the three
intestinal limbs (biliary, alimentary and common) was observed
following RYGB, with a concomitant slight LDLR mRNA level
reduction in the biliary limb. Furthermore, RYGB did not modify
ABCG5, ABCG8 and NPC1L1 gene expression in the three intestinal
limbs. Taken together, our data suggest that a regulation of the
known TICE modulators, at least at the transcriptional level, seems
to be not involved in the induction of the TICE following RYGB.
Additional transcriptomic and/or proteomic studies are warranted
to identify such new modulators of TICE in the context of RYGB.
Similarly, it is difficult to dissociate the relative contribution of TICE
and cholesterol malabsorption in the RYGB-induced hypocholes-
terolemic effect as both pathways are interconnected.
The increased intestinal PCSK9 gene expression observed

5 weeks after RYGB is intriguing. It has been suggested that
PCSK9 is critical for liver regeneration after hepatectomy. Indeed,
hepatic PCSK9 mRNA levels are strongly induced in days following
partial hepatectomy, and PCSK9-deficient mice exhibit impaired
liver regeneration.24 Intestinal remodeling, especially hyperplasia,
is known to occur after either mini gastric bypass or RYGB, with
increased jejunum diameter, higher villi and deeper crypts than in
sham rats.25 We also noticed such microscopic changes in the
three limbs (data not shown). Thus, one could hypothesize that
PCSK9 may have a role in the intestinal cell proliferation and
regeneration after RYGB. The metabolic consequences of bariatric
surgeries in PCSK9-deficient mice are currently under investigation
to assess the functional role of such increased intestinal PCSK9
expression.
In addition to the contribution of the TICE in the hypocholes-

terolemic phenotype following RYGB, we also highlighted a
significant reduction of the intestinal ability to absorb cholesterol.
These results are in agreement with the literature. Pihlajamäki
et al.26 first found a 26% decrease in intestinal cholesterol
absorption one year after RYGB in humans. Similar results were
confirmed later by Benetti et al.27 As potential mechanistic
explanations, it is well admitted that RYGB delays the contact
between bile salts and the dietary bolus, impairing micelle
formation and reducing the time of exposure for nutrients with
intestinal absorption area. We next determined whether RYGB can
alter the gene expression of intestinal cholesterol transporters. As
detailed before, neither NPC1L1 nor ABCG5/ABCG8 gene expres-
sion is altered in the small intestine from RYGB-operated mice. In
contrast, CD36 and SRBI mRNA levels are reduced in the
alimentary limb after RYGB. The functional importance of SRBI in
cholesterol absorption is still controversial with discrepant results
obtained from either in vitro or mouse studies.28–30 In accordance
with a potential link between decreased intestinal CD36 expres-
sion and reduced cholesterol intestinal absorption, Nauli et al.31

reported that CD36-deficient mice showed a significant reduction
of lymphatic transport of dietary cholesterol.
We found that plasma bile acids were drastically increased

following RYGB in mice. These data are in accordance with others
studies reporting significant increase in plasma bile acids in
different species such as humans,32–34 rats34–36 and pigs.34 In
humans, the rise in plasma bile acids in obese patients following
bariatric surgeries strongly correlates with improved glucose
tolerance and lipid metabolism.32,37 Mouse models demonstrated
that the nuclear receptor FXR is required for mediating the
beneficial effect of SG on glucose homeostasis, potentially via
changes in gut microbiota.12 In our model, we did not measured
significant changes in hepatic expression of key genes of bile acid
metabolism such as FXR, SHP and CYP7A1. However, it would be
interesting to study whether RYGB can affect cholesterol
metabolism in FXR-deficient mice. Another potential link between
bile acids and cholesterol metabolism is the regulation of TICE. If
neither the luminal bile acid concentration nor bile acid
hydrophobicity seems to affect TICE,38 it was recently reported
that the pharmacological FXR activation strongly activates TICE.39

Finally, it has been previously demonstrated that hydrophobic bile
acids, such as cholic acid (CA) and deoxycholic acid (DCA)
intestinal cholesterol absorption whereas hydrophilic bile acids,
such as muricholic acid (MCA), can strongly repress it.40 More work
will be require to fully characterize the impact of bile acids
alteration on the cholesterol metabolism change observed
after RYGB.

CONCLUSION
We developed two models of bariatric surgeries in mice that
resume the hypocholesterolemic effect observed in patients
operated of SG or RYGB. Our data show that SG had a weak
and transient effect on cholesterolemia that seems mostly due to
food intake reduction. By contrast, RYGB exerts a strong and
sustained hypocholesterolemic action. RYGB strongly favors
plasma cholesterol elimination by concomitantly increasing TICE
and by decreasing intestinal cholesterol absorption. From a clinical
perspective, these data suggest that malabsorptive procedures
(RYGB) should be preferred in obese patients with established
hypercholesterolemia and/or high cardiovascular risk.
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Abstract
Background Increased lipopolysaccharide (LPS) transloca-
tion due to altered intestinal permeability has been suggested
as a mechanism for obesity-associated insulin resistance. The
goal of this study was to assess the effect of sleeve gastrecto-
my (SG) on intestinal barrier permeability in diet-induced
obese mice.
Materials and Methods Four weeks after surgery, the effects
of SG on intestinal permeabilities were assessed ex vivo and
in vivo in male C57Bl/6J mice fed a high-fat diet. Gene ex-
pression of tight junction proteins and inflammatory cytokines
was measured in jejunum, colon, liver, and inguinal adipose
tissue. Plasma LPS was quantified by HPLCMS/MS
spectrometry.
Results SG significantly reduced body weight and improved
glucose homeostasis, as expected. SG decreased paracellular
(p = 0.01) and transcellular permeability (p = 0.03) in the
jejunum; and increased mRNA levels of the tight junction
proteins Jam A (p = 0.02) and occludin (p = 0.01). In contrast

in the distal colon, paracellular permeability tended to be in-
creased (p = 0.07) while transcellular permeability was signif-
icantly induced (p = 0.03) after SG. In vivo, the paracellular
permeability was significantly increased 3 weeks after SG
(p = 0.02). Plasma LPS level were increased after SG
(p = 0.03), as well as mRNA levels of adipose and hepatic
inflammatory markers (p = 0.02).
Conclusions SG significantly modifies intestinal permeability
in a differential manner between the proximal and distal intes-
tine. These changes promote LPS translocation in plasma,
induce a low-grade pro-inflammatory state in adipose tissue
and liver, but do not impair the SG-induced glucose homeo-
stasis improvement.

Keywords Sleeve gastrectomy . LPS . Intestinal
permeability . Inflammation . Glucose homeostasis

Introduction

Morbid obesity is frequently associated with metabolic com-
plications, such as type 2 diabetes mellitus (T2DM). Among
bariatric procedures, sleeve gastrectomy (SG) is the most fre-
quently used in many countries. Randomized prospective
studies have demonstrated that bariatric surgery is an efficient
strategy to improve glycemic control or even cure T2DM [1].
Several molecular mechanisms sustain these beneficial effects
of bariatric surgery, including stimulation of incretin secretion
and modulation of bile acid signaling [2]. Previous works
suggested that alterations in intestinal permeability could un-
derlie the metabolic complications of obesity. In rodents, sev-
eral studies built the concept that the consumption of a high-
fat diet induces microbiome modifications, decreases the ex-
pression of tight junction proteins, and increases intestinal
permeability that favors plasma LPS translocation [3–8].
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Accordingly, increased intestinal permeability induces a
chronic inflammatory response and promotes systemic
insulin resistance [3, 8–10].

In humans, the effects of obesity and bariatric sur-
gery on intestinal permeability have been poorly ex-
plored and have produced varying results [11]. In
healthy subjects, a positive correlation was observed be-
tween the permeability of the colon and the amount of
visceral fat [12]. One team reported that no change in
intestinal permeability occurs in the presence of obesity
[13], but did observe a slight increase in intestinal per-
meability in obese patients in a subsequent study [14].
A third study showed that obese patients display in-
creased gastroduodenal permeability but no differences
in the permeability of the small intestine or the colon
[15]. Intestinal permeability, as measured by the
lactulose/mannitol ratio, was not significantly altered in
patients 6 months after RYGB [16]. However, a signif-
icant increase in claudin 3 and 4 levels was found
8 months after RYGB, whereas occludin and ZO-1
levels decreased in this timeframe [17].

Based on these discordant results, our study aims to
assess the short-term effects of SG on intestinal
paracellular and transcellular permeabilities and the sub-
sequent effects on LPS translocation, white adipose tis-
sue and hepatic inflammation, and glucose homeostasis
in diet-induced obese mice.

Materials and Methods

Animals

Ten-week-old C57Bl/6 mice (Charles River) had free
access to water and high-fat diet for 8 weeks prior to
surgery (DIO diet 35% kcal from fat, Safe). As the
maximal metabolic benefit appears to be reached 3 to
4 weeks after bariatric procedures [18], we did measure
the functional consequence of SG on intestinal perme-
ability during this period. All experiments were ap-
p roved by the E th i c s Commi t t ee fo r An imal
Experimentation of Pays de la Loire (study n°
01953.01).

Surgical Procedures

Prior surgery, mice were matched on body weight and
plasma cholesterol and divided in three experimental
groups. Sham and Pairfed control mice were only sub-
jected to a sham operation (laparotomy and mobilization
of the stomach). Sham and SG mice were fed ad
libitum when Pairfed mice received the same amount
of food consumed by the SG mice 24 h before. A SG

was performed as follows on the third group of mice.
After laparotomy, the stomach was externalized, and the
pylorus vessels were sutured along the greater stomach
curvature with 8.0 Prolene single sutures (Ethicon®,
Johnson & Johnson). Then, a gastrostomy was per-
formed on the anatomical line present between the py-
loric region and the cardiac region of the stomach and
the incision site was sutured with 8.0 Prolene using a
running suture from the gastro-esophageal junction.
Eighty percent of the stomach was removed. The mus-
cle layer of the abdominal wall and the skin was closed
using interrupted sutures with 5.0 Prolene. After sur-
gery, isoflurane was stopped and O2 flow (0.8 L/min)
was continued until the mice were fully recovered. Mice
were individually housed in a 30 °C incubator for the
next 5 days. All groups had free access to Highfat
Geldiet (lard 10%, liquid sugar 10%, water 57%; Safe)
for 5 days and the DIO diet was reintroduced 3 days
after surgery. Buprenorphine (0.1 mg/kg, twice daily),
meloxicam (1 mg/kg), and marbofloxacin (10 mg/kg)
were subcutaneously administrated for 3 days after sur-
gery and metoclopramide (1 mg/kg) was maintained for
5 days.

Food Intake Measurement

The food intake was measured for each mouse daily for
up to 4 weeks after surgery by substrating the uneaten
food from a pre-weighed amount of solid diet placed in
the cage 24 h before.

Oral Glucose Tolerance Test

Two weeks after surgery, 6-h-fasted mice received an
oral bolus of D-glucose (2 g/kg) and plasma glucose
levels were measured at 0, 15, 30, 60, and 120 min
after gavage by tail bleeding (Glucometer-One Touch
Verio®).

Total Transit Time and Colonic Motility Measurement

Total transit time (TTT) and colonic motility were eval-
uated as previously reported [19]. Mouse was housed in
individual cage, and produced feces were harvested ev-
ery 15 min for 2 h. The fecal water content was esti-
mated by subtracting the fresh fecal weight by the dry
fecal weight (after feces lyophilization).

Intestinal Permeability Assessment

In vivo intestinal barrier function was assessed by mea-
suring the paracellular transport of fluorescein-
conjugated sulfonic acid (F-SA) in plasma [19]. Ex
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vivo, jejunal, or colonic intestinal biopsies were
mounted in Ussing chambers and paracellular and
transcellular permeabilities were determined by respec-
tively quantifying the incoming transport of F-SA and
horseradish peroxidase (HRP) as described before
[19].

mRNA Levels Analysis

Tota l RNA was ex t r ac t ed f rom t i s sues us ing
NucleoSpin RNA II (Macherey Nagel). cDNA was syn-
thesized using SuperScript III Reverse Transcriptase
(Life Technologies). Real-time quantitative PCR

Table 1 Table of used primers

Gene Protein name Forward primer Reverse primer

ZO1 Zonula Occludens 1 AAGAATATGGTCTTCGATTGGC ATTTTCTGTCACAGTACCATTTATCTTC

Occludin Occludin GGTTAAAAATGTGTCTGCAGG GAGGCTGCCTGAAGTCATCCA

JAM A Junctional Adhesion Molecule A ATAACAGCCAGATCACAGCTCC TGGAGGTACAAGCACAGTGAG

IFNg Interferon Gamma CTGGAGGAACTGGCAAAAGGAT GGTTGTTGACCTCAAACTTGGC

TNFa Tumor Necrosis Factor alpha GAACTTCGGGGTGATCGGTCC GCCACTCCAGCTGCTCCTCC

IL1B Interleukine 1 beta TCCTGTGTGATGAAAGACGGCAC GTGCTGATGTACCAGTTGGGGAAC

S6 ribosomal protein S6 GAAGCGCAAGTCTGTTCGTG GTCCTGGGCTTCTTACCTTC

SAA1 Serum amyloide A1 CCCAGACTCTGCAAATCTCATTC AAAGCTCTCTCTTGCATCACTG

SAA2 Serum amyloide A2 ACCTGTGGTTCGGAGGATGAA TGGCTGGAAAGATGGAGACAA

SAA3 Serum amyloide A3 TGCCATCATTCTTTGCATCTTGA CCGTGAACTTCTGAACAGCCT

SAA4 Serum amyloide A3 CTCTGTTCTTTGTTCCTGGGAG CTAGGTTGTCCCGATAGGCTC

Haptoglobin Haptoglobin GCTATGTGGAGCACTTGGTTC CACCCATTGCTTCTCGTCGTT

A

C

B

D

Fig. 1 Effect of sleeve gastrectomy (Sleeve) on bodyweight (a), on daily food intake (b), on epididymalWATmass (c), and oral glucose tolerance. Data
are mean values ± SEM. *p < 0.05; ***p < 0.001
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(qPCR) was performed using primers described in Table 1
using Absolute Blue SYBR Green Fluorescein mix (Life
Technologies), and reactions were run on a StepOne +
thermocycler (Life Technologies).

Plasma LPS Measurement

Plasma LPS was separated by reverse-phase HPLC and quan-
titated by MS/MS spectrometry, as described before [20].

A B

Fig. 2 Effect of sleeve on total transit time (a) and fecal water content (b). Histograms represent mean values ± SEM. *p < 0.05; ***p < 0.001

A

C

B

D

E

Fig. 3 Ex vivo measurement of
the effect of sleeve on jejunal
paracellular (a) and transcellular
permeability (b). Consequences
of sleeve on jejunal mRNA levels
of Jam A (c), Occludin (d), and
ZO-1 (e). Values are normalized
with S6 and reported to values
measured in the sham group arbi-
trarily set to 1. Data are
means ± SEM. *p < 0.05
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Statistical Analysis

Statistical analysis was performed by Prism5 (GraphPad)
using non parametric Mann-Whitney test or Kruskal–Wallis
test followed by Dunn’s test.

Results

SG is an Efficient Procedure in Obese Mice

Eight weeks after a HFD, 40 male mice were randomized
based on body weight and plasma total cholesterol and divid-
ed into 3 experimental groups (Sham, Pair-fed, SG). The av-
erage body weight before surgery was 35.8 ± 3.9 g. The av-
erage duration of the procedure was 41 ± 7 min. The survival
rate was 86% after SG. Compared to baseline, SG led to sig-
nificant reductions in body weight at 2 (−8%, p = 0.03) and
4 weeks post-surgery (−5.5%, p = 0.13, Fig. 1a). There was a

significant reduction in body weight in the SG group com-
pared to the sham group on day 14 (−13%, p = 0.02) and
day 21 (−9%, p = 0.02, Fig. 1a). One week after the surgery,
we observed a significant difference in food intake between
the sham and SG/pair-fed groups (p < 0.0001, Fig. 1b). Four
weeks after surgery, epididymal white adipose tissue mass
was decreased in the SG group compared to the sham
(−22%, p = 0.08) and pair-fed groups (−32%, p = 0.01,
Fig. 1c). An oral glucose tolerance test (oGTT) confirmed that
glucose homeostasis was significantly improved 2 weeks after
SG compared to the control groups (p = 0.002, Fig. 1d).

SG Does Not Alter Intestinal TTTor Fecal Water Content

We first assessed the effects of SG on intestinal function by
measuring TTT and fecal water content from the three groups
2 weeks after surgery. As shown in Fig. 2a, b, there were no
differences in these parameters among the three groups.

A

C

B

D

E

Fig. 4 Ex vivo measurement of
the effect of sleeve on colonic
paracellular (a) and transcellular
permeability (b). Consequences
of sleeve on colonicmRNA levels
of Jam A (c), Occludin (d), and
ZO-1 (e). Values are normalized
with S6 and reported to values
measured in the sham group arbi-
trarily set to 1. Data are
means ± SEM. *p < 0.05
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SG Affects Differently Jejunal and Colon Permeabilities

SG decreased both paracellular permeability, as reflected by re-
duced F-SA transport (−39%, p = 0.01), and transcellular perme-
ability, with reduced HRP flux (−45%, p = 0.03) measured
ex vivo in jejunal biopsies (Fig. 3a, b). Consistently, these jejunal
alterationswere associatedwith highermRNAexpression of Jam
A (+31%, p = 0.02; Fig. 3c) and occludin (+34%, p = 0.01;
Fig. 3d) in the SG group, whereas ZO-1 mRNA levels were
not significantly altered (p = 0.27; Fig. 3e). In contrast, both
ex-vivo paracellular and transcellular permeabilities were respec-
tively increased in the distal colon of SG mice (+ 26%, p = 0.07
and +44%, p= 0.03; Fig. 4a, b), whereas expressions of occludin,
Jam A and ZO-1 mRNAwere unchanged (Fig. 4c–e).

Effects of SG on In Vivo Paracellular Permeability, LPS
Translocation, and Pro-inflammatory Markers
Expression

Wenextmeasured the consequence of SG on in vivo paracellular
permeability. While sham surgery has no effect on the
paracellular transport of F-SA in plasma, SG increases signifi-
cantly plasma F-SA concentrations 3 weeks after surgery
(Fig. 5a). Thus, SG overall increases paracellular permeability,
despite the reduced jejunal permeability observed ex vivo.
Consistently, 4 weeks after surgery, plasma LPS levels were

significantly increased in the SG compared to the sham control
mice (+28%, p = 0.03) (Fig. 5b), suggesting that the increased
colonic paracellular permeability favors LPS translocation. There
were no modifications in the intestinal gene expression of proin-
flammatory cytokines (IL6, TNFα, and IFNγ) in the SG com-
pared to the control group (data not shown). In contrast, in in-
guinal white adipose tissue, there was a significant increase in
IL1β mRNA levels in the SG compared to the sham group
(+30%, p = 0.02), with a trend for TNFα mRNA levels
(+33%, p = 0.11), whereas there was no change in IL1β expres-
sion (p = 0.35) (Fig. 6a–c). As LPS also exerts some hepatic pro-
inflammatory actions, we measured the expression of several
hepatic acute-phase proteins. A significant increase in hepatic
SAA2, SAA3, and haptoglobinmRNA levels was observed after
SG (Fig. 6e, f, h). A trend for an increase in hepatic SAA4
mRNA levels was also noticed (Fig. 6g).

Discussion

Increased LPS translocation due to altered intestinal perme-
ability has been suggested as a mechanism for the chronic
inflammatory state and insulin resistance that are associated
with morbid obesity. Using a mouse model, we investigated
the effect of SG on intestinal permeability, LPS translocation
and inflammation.

First, we observed a significant body weight reduction and
a glucose homeostasis improvement, thereby validating our
SG surgical model [21, 22]. Then, we more specifically ex-
amined intestinal function. Neither TTT nor fecal water con-
tent was significantly modified following SG. While it is
known that gastric emptying is increased after SG, only one
small study has shown a decrease in intestinal transit time
4 months after SG in humans [23].

For the first time, we showed that ex vivo jejunal intestinal
permeability decreased 4 weeks after SG. The increased jejunal
mRNA expression of tight junction proteins such as Jam A and
occludin might have contributed to the reduced proximal intesti-
nal permeability. One striking and novel finding is the fact that
SG differentially affects intestinal permeability all along the gas-
trointestinal tract, with an increase ex vivo in the permeability of
the colon after SG. It seems that the alteration of the colonic
permeability plays a predominant role since there is an overall
increase in vivo of the paracellular permeability 3 to 4 weeks
after SG. In contrast to what was observed in the jejunum, no
change was observed in the intestinal mRNA expression of tight
junction proteins suggesting that alteration occurs at the protein
level. Further studies are warranted to decipher the underlying
mechanisms sustaining these permeability modifications. As the
gut permeability in human could be different from laboratory
rodents [24], it would be interesting to test the effect of SG in
guinea pigs that share more similarities with humans [24]. One
limitation of our study was the fact that the weight loss was less

A

B

Fig. 5 In vivo measurement of the effect of sleeve on paracellular
p e rmeab i l i t y (a ) . Con s equenc e s o f s l e ev e on p l a sma
lipopolysaccharides (LPS) 4 weeks after surgery (b). Data are
means ± SEM. *p < 0.05
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severe in the pair fed group than in the SG group. Indeed, we
cannot rule out the possibility that an age- and body weight-
matched group of mice would present similar gut permeability
change than the SGgroup. To date, the effect of caloric restriction
has been poorly explored. In 1992, one study showed that caloric
restriction does not affect and prevent the aging induced in-
creased intestinal permeability [25].

Few clinical studies have examined the impact of bariatric
surgery on intestinal permeability. Based on the lactulose/
mannitol ratio, it was reported that intestinal permeability was
not modified 6 months after RYGB surgery in 16 obese patients
[16]. In accordance with our mice data, one study performed
8 months after RYGB showed increased expression of tight

junction proteins and decreased paracellular permeability in the
proximal intestine in humans [17].

In accordance with an increased in vivo permeability, plas-
ma LPS levels were significantly increased in SG-operated
compared to control mice. In contrast, it has been reported in
humans that plasma LPS levels decrease rapidly after bariatric
surgery, with a concomitant decrease of CRP levels [26, 27].
The reason for this discrepancy remains unclear and requires
further investigation. Importantly, we found that this increase
in plasma LPS following SG was associated with a pro-
inflammatory state in inguinal adipose tissue and in the liver.
Importantly, despite this low-grade inflammation, glucose ho-
meostasis was improved after SG, suggesting that the other

A CB

D FE

G H

Fig. 6 Effect of sleeve on adipose (a–c) and hepatic gene expression (d–h). Values are normalized with S6 or cyclophilin and reported to values
measured in the sham group arbitrarily set to 1. Data are means ± SEM. *p < 0.05; **p < 0.01
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beneficial metabolic effects of SG overcome the increased
colonic permeability. If it is well admitted that bariatric sur-
geries induce a rapid glucose homeostasis improvement, the
precise molecular mechanisms responsible for this beneficial
effects are not fully characterized. Indeed, it was reported by
several studies (reviewed in [28]) that reduced caloric intake,
modification of gastro-intestinal peptides, alteration of bile
acid fluxes, and microbiota changes can contribute to im-
provement in glucose homeostasis. Thus, it could be empha-
sized that the overall effect of SG on glucose homeostasis is
the result of several positive and negative parameters and that
the increased LPS influx by itself is not sufficient to alter
glucose homeostasis.

Conclusion

SG induces significant modifications of intestinal paracellular
and transcellular permeability. These changes potentially favor
LPS translocation in plasma, thus promoting a low-grade pro-
inflammatory state in adipose tissue and liver. However, they do
not negate the beneficial effects of SG on glucose homeostasis.
As a future work, it would be interesting to assess the long-term
effect of SG on intestinal permeability and also the consequence
of other bariatric procedures, i.e., RYGB.
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ABBREVIATIONS 

CV, coefficient of variation 

CVD, cardiovascular disease 

ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay 

FA, formic acid 

HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol 

IS, internal standard 

LC-HRMS, liquid chromatography-high-resolution mass spectrometry 

LC-MS/MS, liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol 

LOQ, limit of quantification 

QC, quality control 

SNP, single-nucleotide polymorphism 

SPE, solid-phase extraction 

TFA, trifluoroacetic acid 
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ABSTRACT 

Apolipoproteins govern lipoprotein metabolism and are promising biomarkers of metabolic and 

cardiovascular diseases. Unlike immunoassays, mass spectrometry enables the quantification and 

phenotyping of multiple apolipoproteins. Hence, here we aimed to develop an LC–MS/MS assay that can 

simultaneously quantitate 18 human apolipoproteins [A-I, A-II, A-IV, A-V, B48, B100, C-I, C-II, C-III, 

C-IV, D, E, F, H, J, L1, M, and (a)] and determined apoE, apoL1, and apo(a) phenotypes in human plasma 

and serum samples. The plasma and serum apolipoproteins were trypsin digested through an optimized 

procedure and peptides were extracted and analyzed by LC–MS/MS. The method was validated according 

to standard guidelines in samples spiked with known peptide amounts. The LC–MS/MS results were 

compared with those obtained with other techniques, and reproducibility, dilution effects, and stabilities 

were also assessed. Peptide markers were successfully selected for targeted apolipoprotein quantification 

and phenotyping. After optimization, the assay was validated for linearity, lower limits of quantification, 

accuracy (biases: –14.8% to 12.1%), intra-assay variability (CVs: 1.5%–14.2%), and inter-assay 

repeatability (CVs: 4.1%–14.3%). Bland–Altman plots indicated no major statistically significant 

differences between LC–MS/MS and other techniques. The LC–MS/MS results were reproducible over 

five repeated experiments (CVs: 1.8%–13.7%), and we identified marked differences among the plasma 

and serum samples. The LC–MS/MS assay developed here is rapid, requires only small sampling 

volumes, and incurs reasonable costs, thus making it amenable for a wide range of studies of 

apolipoprotein metabolism. We also highlight how this assay can be implemented in laboratories. 

KEYWORDS: apolipoproteins, mass spectrometry, proteomics, lipoprotein metabolism, metabolic 

disease, assay development, isotopic labeling, lipid metabolism, plasma lipid, serum lipid. 
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INTRODUCTION 

Apolipoproteins govern lipoprotein regulation and metabolism. They constitute a family of 

multifunctional proteins that structure lipoprotein particles and direct their metabolism through binding to 

cell-surface receptors and regulation of enzyme activities (1, 2). As apolipoproteins are involved in pro- 

and anti-atherosclerotic processes, they are important circulating biomarkers of metabolic dysfunction and 

atherosclerotic cardiovascular disease (CVD) (1, 3, 4).  

The primary clinical application of plasma apolipoprotein measurements is the early detection of 

metabolic diseases leading to CVD (3–5). Plasma concentrations of apolipoprotein (apo)B100 and apoA-I 

have been reported to predict the risk of CVD better than those of low- and high-density lipoprotein 

cholesterol (LDL-C and HDL-C, respectively) (1, 3, 4). ApoC-III and lipoprotein (a) [Lp(a)] are also 

considered as powerful CVD risk factors (6, 7). Additionally, postprandial metabolism is important in 

atherogenesis, particularly in the context of obesity, insulin resistance and diabetes. ApoB48, apoCs, and 

apoE have become predominant markers of CVD-related risk in this emerging field (4, 8). Furthermore, 

the phenotyping of the major apoE isoforms and other apolipoproteins or apolipoprotein-like proteins (1, 

2, 4, 5, 9) is used to diagnose mixed dyslipidemias (10–12).  

Immunoassays used for apolipoprotein quantification are associated with many drawbacks, and their 

standardization is limited to the major apolipoproteins (3, 4). In contrast, mass spectrometry enables the 

analysis of multiple proteins from a small sample volume at a high throughput rate. Protocols usually 

involve the analysis of protein mixtures after enzymatic proteolysis, which are then analyzed by liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), often in combination with upstream cleaning 

methods to reduce sample complexity (13). Thus, LC-MS/MS allows a high level of multiplexing, 

enabling simultaneous quantification of several proteins (14–16) and providing further information on a 

patient’s metabolic profile by targeting specific polymorphisms that cannot be detected by immunoassays 

(3, 12, 16, 17).  
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However, LC-MS/MS suffers from non-negligible between-lab variability stemming from the lack of 

harmonized protocols (3). Here, we describe a multiplexed LC-MS/MS method that can simultaneously 

quantitate 18 human apolipoprotein species and determine pathogenic variants resulting from CVD-

associated single-nucleotide polymorphisms (SNPs). Each experimental step was developed, optimized, 

and validated in agreement with standard procedures for analytical method validations (https://clsi.org/) 

(18, 19), and major pitfalls were highlighted. 

MATERIALS AND METHODS 

Experimental design and rationale – The present multiplex LC–MS/MS assay has been developed and 

validated according to the Tier 2 level of guidelines for Development and Application of Targeted Mass 

Spectrometry Measurements of Peptides and Proteins (20). All required information relative to the 

guidelines is described below. The assay was validated on 160 healthy humans and patients samples 

without any specific inclusion or exclusion criteria to get a broad range of lipid phenotypes. 

Selection of peptide markers – Apo sequences were BLAST searched using the UNIPROT tool 

(www.uniprot.org), and theoretical peptides were searched using ExPASy 

(http://web.expasy.org/peptide_mass). Peptide candidates were selected in silico to maximize the 

sensitivity, specificity, and stability (21). Each candidate was then experimentally sought and 

characterized by liquid chromatography-high-resolution mass spectrometry (LC-HRMS) from 

concentrated lipoprotein fractions after trypsin digestion (21). The most specific and detectable peptides 

were selected for assay sensitivity optimization. 

Biological samples – Human EDTA plasma samples (80 males, 80 females; non-fasted; Supplemental 

Table S1) and paired samples of serum (n = 160), Li-heparin (n = 72), and citrate plasma (n = 54) were 

provided by the French Blood Bank (Nantes, France). Samples were immediately dispatched in single use 

aliquots (40 μL) and the first LC-MS/MS assay in individuals was performed within the 14 days after 

collection and after a single freeze/thaw cycle. Pooled samples were prepared for each matrix by mixing 
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equal fractions from each individual sample. Ethics approval for sample collection was acquired from the 

institutional review board of Nantes University Hospital, and written informed consent was obtained from 

each subject. Pooled bovine EDTA plasma (6 males, 6 females) was purchased from Patricell Ltd. 

(Nottingham, UK) and used as a surrogate matrix for method validation as bovine apolipoprotein 

sequences are distinct than those of humans. Samples were stored at -80 °C until use. 

Standard samples and quality controls – Synthetic labeled and unlabeled proteotypic peptides were 

provided by Thermo Scientific Biopolymers (Darmstadt, Germany). Stock solutions (1 mM) were 

prepared in 50% acetonitrile containing 0.1% formic acid (FA) and stored at -20 °C until use. A mixed 

solution of unlabeled peptides was constituted and serially diluted in water to obtain seven standard 

solutions (Table 1). Quality control (QC) samples were prepared at three concentration levels, including 

lower and upper limits of quantification (LOQ). Concentrated solutions were prepared in water and then 

diluted 10-fold in bovine EDTA plasma (QC samples) or in water (control samples) (Table 1). Labeled 

peptides (i.e., containing [13C6,
15N2]K, [13C6,

15N4]R, or [13C6,
15N]I in the C-terminal position) were used as 

internal standards (ISs). A mixed solution of ISs (35 μM) was prepared and added to digestion buffer 

(ammonium bicarbonate, 50 mM) to a final concentration of 1.75 μM. 

General procedure for sample preparation – Samples were prepared with the ProteinWorksTM eXpress 

kit (Waters, Milford, MA, USA), according to the manufacturer’s instructions (Supplemental Table S2). 

Samples (40 μL) were incubated for 10 min at 80 °C in digestion buffer containing ISs (100 μL) and 

RapidGest detergent solution (7 mg/mL, 10 μL), reduced for 20 min at 60 °C with dithiothreitol (70 mM, 

20 μL), alkylated for 30 min at room temperature in the dark with iodoacetamide (142 mM, 30 μL), and 

digested overnight at 37 °C (~16 h) with trypsin (7 mg/mL, 30 μL). Enzymatic digestion was stopped with 

20% trifluoroacetic acid (TFA, 5 μL). After 15 min at 45 °C, the precipitate was removed by 

centrifugation (15 min, 10 °C, 10,000 × g), and supernatants were cleaned on 30-mg Oasis HLB 

Cartridges (Waters), which were conditioned (100% methanol; 1 mL), equilibrated (100% water; 1 mL), 

loaded (sample; ~200 μL), washed (5% methanol; 1 mL), and eluted (80% methanol; 500 μL). The eluates 
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were dried under nitrogen (45 °C), reconstituted with 5% acetonitrile containing 0.1% FA (100 μL), and 

injected (10 μL) into the LC-MS/MS system. Analyses were performed on a Xevo® TQD mass 

spectrometer with an electrospray interface and an Acquity H-Class® UPLCTM device (Waters). The 

optimized LC-MS/MS and “Multiple Reaction Monitoring” parameters are detailed in Supplemental 

Tables S3 and S4.  

Data management – Apolipoprotein concentrations were calculated using calibration curves plotted from 

standard solutions and expressed in μM, assuming that 1 mole of peptide was equivalent to 1 mole of 

protein. The concentrations were then converted to standard units (mg/dL) using the molecular weights 

(Table 1). Unlike the apoB and apoL1 isoforms (22, 23) (Fig. 1), the apoE phenotypes and isoform 

concentrations (E2/E3/E4) were determined from different peptide combinations (Supplemental Material) 

(12, 24). The mean size of apo(a) was also estimated by LC-MS/MS from two proteotypic peptides 

(Supplemental Material) (25). 

Optimization of sample preparation – Solid-phase extraction (SPE) was optimized from QC samples 

treated as described above. The wash and elution conditions were optimized with increasing levels of 

methanol or acetonitrile in water, with or without additives (0.1% TFA or 0.5% NH4OH), and were added 

directly after sample loading (n = 8 per condition). Several acetonitrile/water mixtures containing 0.1% 

FA were tested for sample reconstitution after drying (n = 8 per condition). Sample volumes, incubation 

times, and temperatures were optimized using a pooled human EDTA plasma sample to improve 

proteolysis (n = 8 per condition). Control samples were used to assess recoveries, matrix effects, and 

peptide stabilities throughout the experiments.  

Method validation – The LC-MS/MS assay was validated via four independent experiments consisting in 

2 calibration curves and 18 QCs (3 concentration levels, n = 6). The assay linearity was illustrated by R² 

coefficients calculated from calibration curves by linear regression analysis (1/x weighting, origin 

excluded). The intra-assay and inter-assay imprecisions were expressed by the coefficients of variation 

(CVs) obtained at each QC level. The accuracy was expressed by the mean bias between the theoretical 
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and measured concentrations at each QC level. Targeted lower LOQs were validated with signal-to-noise 

ratios greater than 10. Limits of acceptance were set at ± 15% for accuracy and variability. To assess 

matrix effects and carry-over, the pooled human EDTA plasma was diluted in bovine EDTA plasma (1:0; 

1:1; 1:3, and 1:7; v:v). Thirty replicates per dilution level were then trypsin digested, randomized, and 

injected into the LC-MS/MS system. Matrix effects were determined by comparing individual 

measurements in EDTA plasma versus those in serum, Li-heparin plasma, and citrate plasma.  

Cross-validations – Individual EDTA plasma concentrations of apolipoproteins obtained by LC-MS/MS 

(n = 160) were compared with those obtained in a blinded fashion by standardized immuno-turbidimetry, 

sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), LC-HRMS, and western blot (Supplemental 

Material). Three replicates of each QC sample and 6 replicates of the plasma pool were included to each 

LC-MS/MS experiment and randomly injected throughout the assay to ascertain the quality of our results 

as well as the proteolysis efficiency. Spearman correlations were calculated and Bland-Altman plots were 

generated to compare our LC-MS/MS approach with the other methods (26).  

Statistical analyses – Graphics and analyses were achieved with GraphPad Prism software (version 6.0, 

GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). The D’Agostino-Pearson test was used to estimate data 

distribution and select the most appropriate statistical test for data comparisons (significance at p <0.05). 

Network analysis based on Spearman correlation analysis was also performed. The Spearman’s rank 

correlation coefficient was computed (R software) and displayed using the “corrplot package.” 

RESULTS 

Selection of peptide markers – In silico investigations led to the identification of numerous peptide 

candidates per target apolipoprotein. The most specific and detectable peptides were selected to optimize 

the assay sensitivity and specificity by LC-HRMS experiments (not shown). Peptide candidates were 

primarily detected as doubly charged precursor ions, except for apoA-I (a triply charged ion). After 

MS/MS fragmentation, each precursor ion yielded several specific and singly charged “y” or “b” product 
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ions (except for apoA-I, doubly charged “y” ions), ascertaining thereby the peptide sequences 

(Supplemental Fig. S1). The most intense and specific peptides were selected and synthetized for the 

manual optimization of the “Multiple Reaction Monitoring” transitions used for LC-MS/MS analyses 

(Supplemental Tables S4–S6). 

Optimization of sample preparation – Trypsin proteolysis optimization showed contrasting digestion 

profiles between apolipoproteins (Fig. 2A). Unlike the manufacturer’s recommendations (2 h, 45 °C), the 

optimal condition was reached with an overnight trypsin incubation at 37 °C (Fig. 2B). All other 

recommendations were confirmed by testing four incubation times on the pooled human EDTA plasma 

(not shown). SPE was also optimized on bovine EDTA plasma spiked with known amounts of synthetic 

peptides (QC). Methanol was slightly more efficient than acetonitrile for peptide recovery, while acidic 

(TFA) and basic (NH4OH) additives did not improve extraction (Fig. 2C). The wash and elution solvents 

were 5% and 80% methanol, respectively. After drying, several mixtures were tested for sample 

reconstitution to obtain the optimal signal intensity (Supplemental Fig. S2). The most optimal mixture was 

5% acetonitrile containing 0.1% FA. Higher concentrations of acetonitrile led to peak distortions for some 

polar peptides. Despite SPE, the plasma peptide detection was strongly reduced by 15–85%, compared 

with aqueous controls. These matrix effects were corrected after IS normalization and ranged from -9% to 

+12% (Supplemental Fig. S3). Different plasma volumes (10, 20, 30, 40, and 50 μL) were also assessed, 

and 40 μL was found to be more suitable for assay sensitivity and proteolysis efficiency (not shown). 

Reliability of the assay – After calibration curve analysis (n = 8), the mean R² value ranged from 0.967 ± 

0.012 to 0.998 ± 0.001 (linear regression, 1/x weighted, origin excluded), and the CVs never exceeded 

14.5% over the concentration range tested (Fig. 3A, Supplemental Table S7). For the QCs, the mean 

absolute bias did not deviate by more than ±14.8%, compared with the expected concentrations (Fig. 3B). 

Intra- and inter-assay CVs never exceeded 14.2% and 14.3%, respectively (Fig. 3C and 3D, Supplemental 

Table S8). Moreover, the signal-to-noise ratios measured at the lower LOQs were greater than 10 for all 

target peptides (Supplemental Fig. S4). The assay variability was determined by using several aliquots of 
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pooled human EDTA plasma diluted in bovine plasma at four dilution levels (n = 30 per dilution level). 

Samples were randomly injected into the LC-MS/MS to estimate the carry-over between injections (Fig. 

3E). As expected, the concentrations of peptides generated by trypsin proteolysis were linearly decreased 

according to the dilutions (R² range: 0.889–1.000). 

Comparison with other methods – The apolipoprotein concentrations measured by LC-MS/MS in 

individual EDTA plasma samples were similar to those obtained by immuno-turbidimetry, ELISA, and 

LC-HRMS (Fig. 4). The LC-MS/MS data were also strongly correlated with those obtained by the other 

techniques. The Bland-Altman plots highlighted non-negligible concentration differences between the 

analytical approaches, with deviations of up to 50%. The most marked differences in apolipoprotein 

concentrations were observed between LC-MS/MS and LC-HRMS measurements, suggesting that matrix 

effects strongly impacted the mass spectrometry measurements. LC-HRMS (Orbitrap®) experiments were 

also limited compared with those performed by LC-MS/MS (triple quadrupole) because of HRMS lower 

level of multiplexing ability related to its lower dynamic range. Only a few outliers were identified from 

the Bland-Altman plots (< 5%), and most of them were related to the initial sample quality (i.e., 

hemolyzed or opalescent appearance, Fig. 4). This observation was not systematic, since 12 hemolyzed 

and 23 opalescent plasma samples were identified.  

Apolipoprotein concentrations – The circulating apolipoprotein concentrations are provided in Table 2. 

Several plasma apolipoprotein concentrations were slightly but significantly different between males and 

females. To ensure assay repeatability, EDTA plasma measurements were repeated over five distinct 

experiments. The calculated CVs ranged from 1.8% to 13.7% and were within acceptable limits for mass 

spectrometry experiments. Of note, intra- and inter-assay CVs calculated from the QC samples and the 

plasma pool never exceeded 15%, validating the reproducibility of the measurements and the quality of 

the preparation and analytical runs. The apolipoprotein concentrations were significantly over- or 

underestimated in serum, Li-heparin, and citrate plasma, in comparison to EDTA plasma. The plasma 

apolipoprotein concentrations were also compared with other biochemical data (Supplemental Fig. S5). As 
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expected, strong and significant correlations were found between apolipoproteins and lipids, strengthening 

the reliability of LC-MS/MS for providing relevant measurements (e.g., apoA-I versus HDL-C, apoB100 

versus LDL-C, etc.).  

Apolipoprotein polymorphisms – An expected distribution of apoE phenotypes with a predominance of 

apoE3 carriers was observed (Fig. 5A). The total apoE plasma concentrations were significantly different 

between the apoE phenotypes, with apoE2 and apoE4 carriers exhibiting the highest and the lowest 

concentrations, respectively (Fig. 5B). We also confirmed that the apoE2 levels were higher than apoE3 

levels in E2/E3 heterozygote carriers whereas apoE4 levels were lower than apoE3 levels in E2/E4 

heterozygote carriers (Fig. 5C). The apoL1 phenotypes were also determined and showed a sharp 

predominance of the most common non-risk G0/G0 phenotype (Fig. 5D). We did not find any significant 

difference in the total apoL1 concentrations according to the phenotype (Fig. 5E). However, the apoL1 

isoforms were differently expressed in heterozygotes (G0 < G1 < G2) (Fig. 5F). In addition, the apo(a) 

polymorphic sizes were estimated by LC-MS/MS. Western blot experiments revealed that 65% of patients 

displayed two detectable apo(a) isoforms and showed that the smallest isoform was usually the most 

abundant (Fig. 5G). Unlike western blot, LC-MS/MS was not able to discriminate both isoforms in 

heterozygotes. However, the Bland-Altman plot showed that LC-MS/MS can reliably estimate the average 

size of apo(a) (Fig. 5H). LC-MS/MS analysis also confirmed the slight but significant negative correlation 

between the apo(a) plasma concentration and the average of apo(a) polymorphic size (Fig. 5I). Finally, 

LC-MS/MS was able to clearly discriminate intestinal apoB48 from hepatic apoB100, despite strong 

sequence homologies (Table 2). 

Peptide and sample stabilities – Since some peptides could be not highly stable during storage, we 

assessed the stability of stock solutions by using new freshly synthetized peptides. Stock solutions of 

labeled and unlabeled synthetic peptides were found stable for 18 months at -20 °C. The peptides were 

also stable in bovine plasma throughout sample preparation processes. Digested samples were stable for 5 

days under refrigeration (10 °C) and 18 months at -20 °C (not shown). Furthermore, the stability of the 
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biological samples was assessed on pooled plasma/serum samples (Supplemental Table S9). Unlike 

serum, Li-heparin, and citrate plasma, the apolipoproteins were stable for 12 months at -80 °C and after 

five freeze/thaw cycles (-80 °C). They were also stable for 24 h at room temperature, 1 week at 4 °C, and 

3 months at -20 °C. Of note, oxidized forms of peptides carrying a methionine residue (+16 and/or +32 

mass unit shift) were systematically detected after long-term storage or after repeated freeze/thaw cycles 

(> 3). This suggested that the use of oxidized synthetic peptides is warranted for evaluating and 

quantifying the possible degradation of samples during storage.    

DISCUSSION 

LC-MS/MS enables measurements of multiple apolipoproteins in a single run, but requires specific 

sample manipulations prior to analysis. Hence, the development of harmonized protocols is required to 

minimize between-lab variability and standardize such assays. Herein, we developed a high-throughput 

mass spectrometry-based protocol for large-scale profiling of human circulating apolipoproteins. All steps 

of sample preparation were optimized from a commercially available kit before being validated according 

to standard guidelines. The method was then compared to other techniques and was shown to be reliable 

for apolipoprotein quantification and major SNP determination at very competitive costs, compared to 

traditional assays.  

Lipoprotein metabolism abnormalities are important in metabolic diseases leading to CVD (1, 3, 4). Since 

apolipoproteins direct lipoprotein metabolism, their measurements can be used to improve CVD risk 

prediction primarily based on traditional plasma lipid testing (3). Beyond apoA-I and apoB (1, 16, 27), 

strong associations have been reported between CVD risk and apoC-II, apoC-III, and apoE plasma levels 

(7, 10, 28). The risk of developing cardiovascular or metabolic diseases also has been associated with 

other apolipoproteins (2, 5, 28–30), whose functions are less understood and deserve further investigations 

(3, 31, 32). Moreover, the detection of disease-specific polymorphisms could increase the specificity of 

CVD risk assessment as some isoforms display altered functionalities (12, 16, 24, 33, 34).  
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Whereas current immunoassays are unavailable for some apolipoproteins and lack the capacity for 

multiplexing, mass spectrometry enables the analysis of multiple molecules from a single sample 

preparation (3). Mass spectrometry can also detect and quantify apolipoprotein variants resulting from a 

single amino acid mutation (22, 24). Hence, mass spectrometry constitutes a powerful tool for the large-

scale profiling of apolipoproteins (14–16, 35, 36). However, mass spectrometry protocols involve multiple 

steps: enzymatic digestion of complex samples to transform proteins into peptides (13); SPE to reduce 

sample complexity; and LC-MS/MS to separate and detect signature peptides. Thus, mass spectrometry-

based assays suffer from great heterogeneity stemming from the lack of harmonized protocols including 

the applied sampling material, proteolysis conditions, cleaning methods, and proteolytic peptides (3). 

The selection of peptide markers is critical to accurately quantify proteins by LC-MS/MS. They must be 

stable, sensitive, efficiently released from proteolysis and not interfere with nontargeted proteins. Our 

peptide candidates satisfy these criteria, and most of them have already been validated (12, 14–16, 22, 23, 

36, 37). Nevertheless, despite careful method validations, the differences noticed in peptide selection 

could contribute in some extend to between-lab variability. Our set of peptide markers was successfully 

validated in terms of linearity, specificity, low LOQ, precision, accuracy, and short- and long-term 

stabilities (18, 19). However, due to the high specificity, a single subtle modification of a peptide 

sequence such as a single amino acid substitution or the oxidation of a methionine residue will 

substantially alter the mass of the wild-type or native peptide and as a result preclude proper detection by 

mass spectrometry. Here, we selected one peptide per target apolipoprotein to screen a large set of species, 

but the selection of 2–3 peptide markers per apolipoprotein (when possible) should be warranted for 

improving between-lab reproducibility and detecting any deviating responses (3).  

Another source of variability is the proteolysis yield, which leads to an optimal release of peptide markers 

and is related to the selected material, reagents, experimental conditions, and choice of signature peptides 

(14–16). To maximize the between-lab reproducibility, we used a commercial kit specifically dedicated 

for proteomics. All manufacturers’ instructions were validated and/or optimized to improve assay 
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efficiency on our set of peptides and we used internal controls (QCs and plasma pools) for validating each 

analytical batch. However, the use of certified reference standards is required for clinical implementation 

of apolipoprotein measurements and for ascertaining proteolysis efficiency.  

Despite using SPE, the peptide markers were strongly impacted by matrix effects, causing sharp and 

variable signal reductions. This was corrected by using dedicated ISs enriched with stable isotopes. Our 

investigations confirmed that the applied sampling material and anticoagulant significantly influenced the 

results (15), possibly due to matrix effects, different proteolysis yields, or sample stability. EDTA plasma 

was selected as the reference material, but further studies are needed prior to the implementation of 

standardized protocols. Importantly, the measurement of plasma apolipoproteins may be clinically less 

relevant than lipoprotein subclass specific analysis (3). Matrix effects were strongly reduced in lipoprotein 

subclasses isolated by ultracentrifugation, gel filtration, or phosphotungstic acid precipitation of apoB-

containing particles (not shown). While ultracentrifugation or gel filtration processes would complicate 

protocol harmonization, precipitation could be easily standardized even if analyses are limited to apoA-I-

containing (HDL) or apoB-containing (non-HDL) particles. 

Of note, mass spectrometry requires an initial expensive investment in both apparatus acquisition and 

maintenance (especially high-resolution systems). However, its high ability for multiplexing (especially 

triple quadrupole systems) allows for the reduction of sample volumes (<50 μL vs. several aliquots of up 

to 1 mL), experimental times (~400 samples × 18 markers can be performed/week/instrument), and costs 

(by at least 10-fold), compared to traditional immunoassays. Therefore, LC-MS/MS enables large-scale 

profiling of plasma apolipoproteins in large cohorts, which is essential for improving the sensitivity of 

studies regarding the determination of novel CVD risk markers (1). Another advantage of LC-MS/MS for 

apolipoprotein metabolism studies is its ability to conduct metabolic flux analyses with stable isotope-

labeled tracers. The labeled tracer (e.g., 2H3-leucine) is perfused or injected into patients, and blood 

samples are collected. Its incorporation within apolipoproteins is then measured over time by LC-MS/MS, 

and the production and catabolic rates are deduced from kinetic curves (9, 21, 24, 25). All peptide markers 
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selected here carry at least one leucine residue (except apoH), which makes it possible to conduct such 

studies. Besides, apolipoproteins also exhibit proteoforms arising from post-translational modifications 

that could dramatically affect their functionalities (17). Some studies have unraveled the presence and 

alteration of such modifications for apolipoproteins in diabetes and CVD (38–40). However, such 

proteoforms are numerous and present at low stoichiometric levels. Therefore, their study often requires 

specific enrichment methods prior to LC-MS/MS analyses (41) and remains a huge challenge. 

In conclusion, mass spectrometry allows the large-scale profiling of circulating apolipoproteins in human 

cohorts but also enables further research investigations that traditional immunoassays cannot achieve. The 

attractive costs and the reduced experimental times associated with multiplexed LC-MS/MS assays make 

this technique of interest for clinical diagnostics. Nevertheless, LC-MS/MS in clinical laboratories still 

requires a high level of standardization, including 1) automated sample preparation, 2) the selection of 

appropriate sampling materials (e.g., EDTA plasma), 3) the harmonized selection of peptide markers, and 

4) the use of certified reference standards.  
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Table 1. Proteotypic peptides used for apolipoprotein quantification. Molecular weights (MW) were 

adopted from uniprot.org (signal peptides excluded from the calculation). 

Protein MW (kDa) Proteotypic peptide Concentration 

Range (μM) 

LQC 

(μM) 

MQC 

(μM) 

HQC 

(μM) 

ApoA-I 28.1 ATEHLSTLSEK 1–100 1 25 100 

ApoA-II 9.3 SPELQAEAK 0.5–50 0.5 10 50 

ApoA-IV 43.4 SELTQQLNALFQDK 0.5–50 0.5 10 50 

ApoA-V 38.9 VQELQEQLR 0.01–1 0.01 0.25 1 

ApoB48 240.8 LSQLQTYMI 0.01–1 0.01 0.25 1 

ApoB100 512.9 ATGVLYDYVNK 0.1–10 0.1 2.5 10 

ApoC-I 6.6 TPDVSSALDK 0.05–5 0.05 1 5 

ApoC-II 8.2 TAAQNLYEK 0.25–25 0.25 5 25 

ApoC-III 8.8 GWVTDGFSSLK 0.25–25 0.25 5 25 

ApoC-IV 11.5 ELLETVVNR 0.05–5 0.05 1 5 

ApoD 19.3 VLNQELR 0.1–10 0.1 2.5 10 

ApoE 34.2 LGPLVEQGR 0.1–10 0.1 2.5 10 

ApoE2 34.2 CLAVYQAGAR 0.1–10 0.1 2.5 10 

ApoE4 34.2 LGADMEDVR 0.1–10 0.1 2.5 10 

ApoE2/E3 34.2 LGADMEDVCGR 0.1–10 0.1 2.5 10 

ApoE3/E4 34.2 LAVYQAGAR 0.1–10 0.1 2.5 10 

ApoF 17.4 SGVQQLIQYYQDQK 0.05–5 0.05 1 5 

ApoH 36.3 ATVVYQGER 0.1–10 0.1 2.5 10 

ApoJ 50.1 ELDESLQVAER 0.1–10 0.1 2.5 10 

ApoL1 41.1 VAQELEEK 0.05–5 0.05 1 5 

ApoL1 (G0) 41.1 LNILNNNYK 0.05–5 0.05 1 5 

ApoL1 (G1) 41.1 LNMLNNNYK 0.05–5 0.05 1 5 

ApoL1 (G2) 41.1 LNILNNK 0.05–5 0.05 1 5 
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ApoM 21.3 AFLLTPR 0.1–10 0.1 2.5 10 

Apo(a) 240–800 LFLEPTQADIALLK 0.005–0.5 0.005 0.1 0.5 

Apo(a) Kr-IV2 12.5 GTYSTTVTGR 0.25–25 0.25 5 25 

Kr-IV2, apo(a) kringle IV2; LQC, low-concentration quality control; MQC, middle-concentration quality 

control; HQC, high-concentration quality control.  
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Table 2. Apolipoprotein concentrations in nonfasted individuals and matrix effect assessment. Values are medians [25th–75th percentiles]. 

Apolipoprotein concentrations are in mg/dL, unless otherwise specified. EDTA plasma samples were assayed five times. 

 EDTA Plasma (n = 160) Serum (n = 160) Li-Heparin Plasma (n = 72) Citrate Plasma (n = 54) 

Apolipoprotein Male (n = 80) Female (n = 80) p-value1 CV (%) Mean Bias (%)2 Mean Bias (%)2 Mean Bias (%)2 

ApoA-I 145 [126–160] 154 [133–178] 0.0016 5.6 +5.4 +1.2 -2.3 

ApoA-II 33 [26–39] 34 [28–39] 0.5868 8.1 +37.2*** +29.4*** +17.3** 

ApoA-IV 9 [8–11] 9 [11–13] 0.0002 10.1 -8.8*** -16.3*** -18.4*** 

ApoA-V 0.02 [0.01–0.06] 0.02 [0.01–0.04] 0.0452 11.3 +34.2*** +30.1*** +16.9*** 

ApoB48 1.4 [1.3–1.6] 1.7 [1.5–1.9] 0.0001 9.8 +12.1* +9.5* +11.5** 

ApoB100 86 [68–100] 74 [55–96] 0.1059 4.8 +18.3*** +14.6*** +9.4** 

ApoC-I 3.9 [3.1–4.9] 3.4 [2.6–4.0] 0.0024 2.4 +16.2*** +7.6* +2.1 

ApoC-II 5.5 [4.1–6.9] 4.4 [3.4–5.9] 0.0009 4.2 +8.3*** -5.6** -16.4*** 

ApoC-III 8.0 [6.6–10.2] 7.5 [6.4–8.9] 0.0045 5.2 +7.9 +2.1 -3.2 

ApoC-IV 0.09 [0.07–0.17] 0.04 [0.03–0.12] 0.0001 12.5 -14.5*** -21.3*** -18.9*** 

ApoD 3.8 [3.2–4.3] 3.1 [2.5–3.5] 0.0001 2.7 +8.8*** +2.1 -1.4 

ApoE 6.4 [5.1–7.8] 6.3 [5.1–7.8] 0.4685 7.3 +58.7*** +47.3*** +43.2*** 
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ApoF 0.38 [0.16–0.67] 0.44 [0.24–0.73] 0.1284 13.7 +5.4 +7.1 +3.5 

ApoH 5.5 [4.7–6.3] 5.2 [4.6–5.9] 0.3832 4.8 +62.4*** +59.3*** +44.7*** 

ApoJ 11 [9–14] 11 [10–13] 0.4713 9.4 -4.3*** +2.1 -6.1*** 

ApoL1 1.0 [0.9–1.2] 1.3 [1.1–1.8] 0.0001 11.8 -6.3** +1.2 +4.2 

ApoM 2.5 [2.1–2.9] 2.4 [2.0–2.7] 0.1566 1.8 -5.4*** -2.3* -1.8 

Apo(a) [nM] 22 [12–63] 39 [16–77] 0.1085 3.8 +34.2*** +21.4*** +15.3*** 

CV, coefficient of variation (calculated over five experiments). 1Mann-Whitney test or unpaired t-test. 2Wilcoxon matched-pairs signed rank test or 

paired t-test (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001). 
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Fig. 1. Selection of proteotypic peptides for apolipoprotein polymorphisms. (A) Proteotypic peptides 

used to distinguish apoB48 and apoB100. (B) Proteotypic peptides used to assess the mean polymorphic 

size of apo(a) (i.e., Kringle IV repeats [Kr-IV]). (C) Identification of apoE phenotypes by selective 

combinations of apoE proteotypic peptides. (D) Identification of apoL1 isoforms by specific proteotypic 

peptides. 
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Fig. 2. Optimization of sample preparation for apolipoprotein quantification. Trypsin incubation 

times were optimized using a mixture of human EDTA plasma samples. Solid-phase extraction protocols 

were optimized using bovine plasma samples spiked with a solution of synthetic peptides (MQC). (A) 

Representative examples of peptides generated from trypsin digestion that require slow and fast 

proteolysis times. (B) Summary of optimal incubation times for all proteotypic peptides of apolipoproteins 

in human plasma. The optimal digestion time is indicated by the black box. (C) Representative examples 

of proteotypic peptides that were weakly or strongly retained in the cartridges (C18, reversed-phase) during 

solid-phase extraction. Values are presented as the mean ± standard deviation (n = 8).  
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Fig. 3. LC-MS/MS validation, repeatability, and effect of matrix dilution. The analytical validation was performed over four distinct 

experiments. Synthetic peptides were spiked into EDTA bovine plasma and then submitted to the entire experimental process. Repeatability was 

evaluated using pooled human EDTA plasma serially diluted in bovine EDTA plasma. (A) Assay linearity was illustrated by the R² coefficient 

(mean ± standard deviation, n = 8) calculated from calibration curves by linear regression analysis (origin excluded, 1/x weighting). (B) Assay 

accuracy was expressed by the mean bias between the theoretical and the measured concentration (n = 6 × 4 per level). (C) and (D) Intra-assay and 

inter-assay imprecisions were expressed by the coefficients of variation (CVs) obtained at each QC level (n = 6 × 4 per level). (E) Repeatability of 

the assay and matrix effects (mean ± standard deviation, n = 30 per dilution level, randomly injected). Dotted lines indicate our limits of acceptance 

(± 15%) in panels B, C, and D. LQC, low-concentration quality control; MQC, middle-concentration quality control; HQC, high-concentration 

quality control. 
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Fig. 4. Cross-validation of the LC-MS/MS assay with other techniques. Bland-Altman plots and 

Spearman correlations were generated to test the similarity of various methods (n = 160). For the Bland-

Altman plots, the difference of values (y-axis) obtained from two methods was plotted according to the 

average value obtained by two methods. The mean difference and the limits of agreement (colored area), 

corresponding to the 95% confidence level (i.e., mean ± 1.96 × standard deviation), are represented. Red 

stars indicate hemolyzed plasma samples. Green triangles indicate opalescent plasma samples. Spearman 

correlations between LC-MS/MS and other methods are indicated.  
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Fig. 5. LC-MS/MS analysis of apoE, apoL1, and apo(a) polymorphisms. (A) Distribution of the apoE 

phenotype was determined by LC-MS/MS and LC-HRMS (100% agreement). (B), (C) Influence of the 

apoE phenotype on the total apoE plasma concentration and the plasma concentrations of the apoE 

isoforms in heterozygous patients (E2/E3, E2/E4, and E3/E4). (D) Distribution of the apoL1 phenotype as 

determined by LC-MS/MS. (E), (F) Influence of the apoL1 phenotype on the total apoL1 plasma 

concentration and the plasma concentrations of the apoL1 isoforms in heterozygous patients (G0/G1, 

G0/G2, and G1/G2). (G) Determination of apo(a) polymorphic sizes (kringle IV [KrIV] repeats) by 

western blot. (H) Bland-Altman plots were generated to test the similarity of LC-MS/MS and western blot 

for the determination of the apo(a) polymorphic size (n = 71, LC-MS/MS detectable values). The mean 

difference and the limits of agreement (colored area), corresponding to the 95% confidence level (i.e., 

mean ± 1.96 × standard deviation), are represented. (I) Influence of the apo(a) polymorphic size on the 

apo(a) plasma concentration (Spearman’s test). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 (Kruskal-Wallis 

test). For (B) and (E), the plasma concentrations were compared to the healthy phenotypes (i.e., E3/E3 or 

G0/G0). 
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Résumé : PCSK9 (ProProtein Convertase 
Subtilisin Kexin Type 9) est le 3e gène 
responsable de l’hypercholestérolémie familiale. 
En effet, PCSK9 est un inhibiteur naturel du 
récepteur au LDL. Les patients présentant des 
mutations gain de fonction pour PCSK9 sont à 
très haut risque concernant les maladies 
cardiovasculaires. En plus de son impact sur le 
métabolisme du cholestérol, PCSK9 joue un 
rôle dans un autre facteur de risque 
cardiovasculaire : la lipémie postprandiale. Ce 
phénomène caractérisé par une élévation des 
triglycérides plasmatiques après un repas est 
facteur de risque des maladies 
cardiovasculaires dans certaines pathologies 
notamment chez les patients diabétiques de 
type 2. Il a été montré que les modèles murins  
déficients pour PCSK9 ont une réduction de leur  
lipémie postprandiale.  

Lors de ma thèse, nous avons montré par 
l’utilisation de modèle de souris déficiente, 
l’inhibition de PCSK9 par anticorps anti-PCSK9 
et le développement d’un modèle original de 
déficience intestinale de PCSK9 que la forme 
circulante de PCSK9 est cruciale dans le 
phénomène de lipémie postprandiale. 
Au delà du métabolisme des lipides, il a été 
montré que PCSK9 joue un rôle dans les 
réponses inflammatoires, notamment au cours 
d’un choc septique. Lors de ma thèse, nous 
avons observé l’impact de la déficience et de 
l’inhibition de PCSK9 sur le développement de 
l’allergie alimentaire. Nous avons mis en 
évidence que l’absence de PCSK9 protège de 
l’apparition des symptômes de l’allergie.  
Ma thèse a donc permis de mettre en lumière 
un rôle de PCSK9 au delà du métabolisme du 
cholestérol et au niveau intestinal. 
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Abstract : PCSK9 (ProProtein Convertase 
Subtilisin Kexin Type 9) is the 3rd gene 
responsible for familial hypercholesterolemia. 
Indeed, PCSK9 is a natural inhibitor of the LDL 
receptor. Patients with PCSK9 gain function 
mutations are at very high risk for 
cardiovascular disease. In addition to its impact 
on cholesterol metabolism, PCSK9 plays a role 
in another cardiovascular risk factor: 
postprandial lipemia. This phenomenon, 
characterized by a rise in plasma triglycerides 
after a meal, is a risk factor for cardiovascular 
disease in certain pathologies, particularly in 
patients with type 2 diabetes. It has been shown 
that mouse models deficient in PCSK9 have a 
reduction in their postprandial lipemia. During 
my thesis, we showed by using deficient mouse  

models, inhibition of PCSK9 by anti-PCSK9 
antibodies and the development of an original 
model of intestinal PCSK9 deficiency that the 
circulating form of PCSK9 is crucial in the 
phenomenon of postprandial lipemia. 
Beyond lipid metabolism, PCSK9 has been 
shown to play a role in inflammatory 
responses, particularly during septic shock. In 
my thesis, we observed the impact of PCSK9 
deficiency and inhibition on the food allergy 
development. We showed that the absence of 
PCSK9 protects against the onset of allergy 
symptoms. 
My thesis has therefore highlighted the role of 
PCSK9 beyond cholesterol metabolism and at 
the intestinal level. 

 




