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AVANT PROPOS

Les maladies cardiovasculaires (CV) constituent un ensemble de pathologies affectant le coeur et les vaisseaux
sanguins. Selon un rapport publié en juillet 2013 par I'Organisation mondiale de la santé (OMS), les maladies
cardio-vasculaires restent la principale cause de déces dans le monde. Les maladies coronariennes et les
accidents vasculaires cérébraux (AVC) représentent 13,2 millions de déces en 2011, soit 24% des 54,6 millions
de morts enregistrés dans I'année [1]. Elles constituent la deuxiéme cause de mortalité en France avec 144 343
morts par an soit 27% des déces (INSEE, causes médicales de déces en 2009 [2]). Les maladies coronariennes
sont responsables de 56 102 infarctus du myocarde (IDM) et de 36 539 morts par an en France (selon le
Bulletin épidémiologique hebdomadaire publié en novembre 2012 par I'Institut de veille sanitaire). D’ici 20 ans,
ces maladies devraient rester les premiéres causes de décés dans le monde avec prés de 23,6 millions de
personnes qui mourront d’une maladie cardio-vasculaire (cardiopathie ou AVC principalement) [3]. Les
conséquences sont également économiques. On évalue ainsi a 28 milliards d’euros par an les colts liés a la
prise en charge des maladies cardiovasculaires [2].

L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique des grosses artéres se caractérisant par le dép6t
d’une plaque de lipides (athérome) sur la paroi des artéres, entrainant par la suite sa lésion (sclérose) [4]. Les
maladies athéromateuses dont les IDM et les AVC, font tous suite a une rupture ou a I’érosion de la plaque
d’athérome, entrainant la formation d’un thrombus qui peut venir obstruer la lumiére vasculaire [5].

Les principaux facteurs de risques de maladies CV sont le tabac, I'hypertension artérielle, le diabéte et les
dyslipidémies caractérisées par une concentration plasmatique élevée en LDL cholestérol (Low Density
Lipoprotein) et/ou une concentration basse en HDL cholestérol (High Density Lipoprotein).

Selon une étude réalisée entre 1996 et 2007 sur des individus représentant la population générale, 36,9% des
adultes étudiés présentaient une hypercholestérolémie [6]. L’hypercholestérolémie, par sa prévalence dans la
population générale et par le risque CV induit, est donc un enjeu de santé publique majeur. Le traitement
classique des sujets a haut risque CV caractérisés par une hypercholestérolémie repose sur 'administration de
statines a des doses appropriées. L'efficacité des statines a réduire la morbi-mortalité en prévention secondaire
et dans une moindre mesure en prévention primaire est tres documentée par de nombreuses méta-analyses,
dont certaines sont tres récentes [7][8][9]. Cependant, bien qu’efficace, ce traitement hypocholestérolémiant
ne permet pas d’atteindre I'objectif thérapeutique pour le LDL cholestérol chez les patients a haut risque CV,
notamment chez les diabétiques. Dans une étude de Ferrieres et al. publiée en 2010, 52% des sujets a risque
CV élevé ont des valeurs de LDL cholestérol supérieures a 1 g/l [10] alors que les derniéres recommandations
européennes ESC/EAS préconisent chez ces patients un LDL cholestérol inférieur a 0,7 g/l [11]. Il est donc
nécessaire de développer des stratégies hypocholestérolémiantes complémentaires.

Dans ce contexte, nous nous intéressons au laboratoire a de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles pour
abaisser la cholestérolémie. Depuis plusieurs années, notre équipe travaille sur PCSK9 qui est un inhibiteur
endogéne du récepteur aux LDL. Chez I’'homme, la perte de fonction de PCSK9 est associée a une baisse du LDL
cholestérol plasmatique et a une forte protection CV (pour revue [12]). Actuellement, des inhibiteurs de cette

protéine sont en cours de développement clinique [13].
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Récemment identifiée, I'excrétion transintestinale du cholestérol ou TICE est une fonction intestinale peu
définie dans le métabolisme du cholestérol [14]. Cette voie correspond au transport du cholestérol plasmatique
a travers la muqueuse intestinale vers la lumiere intestinale. La caractérisation des acteurs moléculaires
impliqués et des modulateurs de cette nouvelle voie d’épuration du cholestérol plasmatique est cruciale et

pourrait a terme offrir une nouvelle alternative thérapeutique pour lutter contre I’hypercholestérolémie.
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INTRODUCTION
1 Généralités sur le cholestérol
1.1 Identification et fonctions du cholestérol

La molécule de cholestérol (C,;H450, MW : 386,65 kDa) comprend 4 cycles carbonés composant le noyau stérol
et possede un groupement hydroxyle sur le carbone 3. Ce groupe chimique constitue la téte polaire hydrophile
(figure 1). Le cholestérol n’est pas un substrat énergétique. Il sert principalement de composant des
membranes cellulaires animales. En effet, il est un élément majeur qui contribue a la stabilité et au maintien de
la structure membranaire en s'intercalant entre les phospholipides formant la bicouche. Il permet de rigidifier
la membrane cellulaire et de diminuer la perméabilité membranaire aux molécules hydrosolubles. Il est
distribué dans tous les tissus du corps bien qu’il soit particulierement présent dans le cerveau, la moelle
épiniére et le foie. Le cholestérol est également un précurseur de nombreuses molécules telles que la vitamine
D3, les acides biliaires, les hormones stéroidiennes produites par la corticosurrénale : cortisol, cortisone et

aldostérone ; ou sexuelles : progestérone, cestrogéne, testostérone (pour revue [15]).
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» 2%  CH,
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Groupement hydroxyle 7 Les 4 cycles A, B, Cet D du noyau stérol

Figure 1. Structure 2D de la molécule de cholestérol (C,;H,450)

1.2  Transport du cholestérol et des lipides : les lipoprotéines

Les lipides constituent une famille hétérogene de molécules hydrophobes, indispensables au fonctionnement
de I'organisme. Leur densité est inférieure a celle de I'eau. lls sont principalement constitués d’hydrogene, de
carbone et d’oxygene. Les lipides peuvent étre classés selon leur composition chimique et leur structure. Les
principaux lipides sont les triglycérides (TG), les acides gras libres (AGL) qui sont utiles en tant que substrats
énergétiques, les phospholipides (PL) et le cholestérol.

En raison de leur hydrophobicité, les lipides ne peuvent pas circuler a I'état libre dans le plasma. Ces molécules

sont donc transportées dans la lymphe et le sang au sein de complexes macromoléculaires spécialisés: les
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lipoprotéines (figure 2). Ces structures subissent des remaniements constants durant leur transit dans le

plasma.

Triglycérides

Cholestérol

estérifié Apolipoprotéine

Phospholipides

Cholestérol
non estérifié

Figure 2. Représentation schématique de la structure d’une lipoprotéine

Les lipoprotéines sont divisés en plusieurs sous groupes en fonction de leurs caractéristiques physico-
chimiques. L'utilisation de techniques d’ultracentrifugation a permis d’établir cette classification plus fine
[16][17][18]. Ainsi, les lipoprotéines sont classées en fonction de leur taille et de leur densité, conditionnées
par leur composition lipidique. Les particules les plus riches en lipides sont les moins denses, celles qui sont les
plus riches en protéines sont les plus denses.

On distingue aujourd’hui 5 grandes classes de lipoprotéines plasmatiques (tableau 1). Les chylomicrons (CM),
les lipoprotéines de tres faible densité (Very Low Density Lipoprotein, VLDL), les lipoprotéines intermédiaires
de faible densité (Intermediate Low Density Lipoprotein, IDL), les lipoprotéines de faible densité (Low Density
Lipoprotein, LDL) et les lipoprotéines de haute densité (High Density Lipoprotein, HDL). Les chylomicrons et les
VLDL sont principalement riches en TG contrairement au LDL et HDL qui sont majoritairement composées de CE
(cholestérol estérifié) (tableau 2).

L'importance de cette classification repose sur le fait que de nombreuses études ont montré que le risque de
maladies CV est positivement associé aux lipoprotéines de faible densité. Inversement, les particules de haute
densité semblent plutot associées a une réduction du risque [19][20] méme si une derniére étude d’analyse
mendélienne publiée dans le Lancet ne retrouve pas une association constante et forte entre le HDL

cholestérol et le risque CV [21].
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L , POIDS
TYPE DE MOBILITE ELECTRO- DENSITE
3 3 TAILLE (hm) MOLECULAIRE
LIPOPROTEINE PHORETIQUE (g/ml)
(kDa)
C™M Pas de migration <0,93 75-1 200 100 000
VLDL prép 0,93 - 1,006 30-80 6 000
IDL prép lent 1,006-1,019 27-5 4000
LDL B 1,019-1,063 18-27 1800
HDL, a 1,063-1,125 9-12 400
HDL; a 1,125-1,210 7-9 200
préBHDL prép 1,210-1,250 <7 (disques) <80

Tableau 1. Caractéristiques physiques des lipoprotéines plasmatiques humaines [22]

Les lipoprotéines sont des structures complexes, constituées d’un noyau central lipidique hydrophobe composé
de triglycérides et de cholestérol estérifié, entouré d’une enveloppe amphiphile associant des lipides
hydrophiles (cholestérol non estérifié et phospholipides) et d’apolipoprotéines. Ces derniéres déterminent les

caractéristiques fonctionnelles des différentes lipoprotéines.

PRINCIPALES
TYPE DE PROPORTION  LIPIDES PROTEINES )
] CHOLESTEROL (%) APOLIPOPROTEINES
LIPOPROTEINE CE/TG TOTAUX (%) (%)
(APO)
cM™ 4 1/19 99 1 B48, E, C
VLDL 23 1/3,3 92 8 B100, E, C
IDL 43 1/3,5 89 11 B100, E
LDL 58 1/0,23 79 21 B100
HDL, 26 1/0,22 60 40 Al, All, C
HDL, 13 1/0,19 43 57 Al, All, C

Tableau 2. Composition des lipoprotéines plasmatiques humaines [22]

Les apolipoprotéines ont un rble central dans le métabolisme des lipides. Par leurs propriétés physico-
chimiques, elles ont un réle stabilisateur de I'édifice lipoprotéique. Elles permettent I'assemblage et la
sécrétion des lipoprotéines, notamment grace a leur interaction avec des récepteurs cellulaires spécifiques.

Bien qu’il existe de nombreuses classes d’apolipoprotéines, on distingue trois classes principales (tableau 3).

Les apolipoprotéines de type A, B et C [23].
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NOM

TISSU

DISTRIBUTION

FONCTION

Activateur physiologique de la LCAT, efflux

ApoAl foie, intestin CM, HDL Structurelle

de cholestérol

Activateur/inhibiteur de la HL, efflux de
ApoAll foie (intestin) HDL Structurelle

cholestérol

Transport reverse du cholestérol, activateur
ApoAlV foie, intestin CM, HDL de la LCAT, métabolisme des lipoprotéines

riches en triglycérides

Métabolisme des lipoprotéines riches en
ApoAV foie

triglycérides

Structurelle, synthése et sécrétion des VLDL,
ApoB100 foie VLDL, IDL, LDL

ligand du récepteur LDLR

Structurelle, synthese et sécrétion des
ApoB48 intestin CM

chylomicrons, ligand du récepteur B48R

Inhibiteur physiologique de la CETP,
ApoCl foie (intestin) CM, VLDL, HDL activateur de la LCAT, inhibiteur de la liaison

aux LDLR, LRP et VLDLR
ApoCll foie (intestin) CM, VLDL, HDL Activateur physiologique de la LPL

Inhibiteur physiologique de la LPL, inhibiteur
ApoClll foie (intestin) CM, VLDL, HDL de la captation hépatique des lipoprotéines

riches en TG

ApoD (ApoAlll)

foie, intestin,

pancréas,

surrénales, rein

cerveau,

HDL, LDL, VLDL

Transport reverse du cholestérol (?)

ApoE

foie, macrophage,

cerveau

CM, VLDL, IDL, HDL

Ligand des récepteurs LDLR et LRP

ApoF

foie

LDL (VLDL, HDL)

Inhibiteur de la CETP

ApoG, H, J, L, SAA

HDL

/

Tableau 3. Identité, expression tissulaire, distribution plasmatique et fonction des principales

apolipoprotéines humaines [22]

Les apolipoprotéines de type A (ApoA) sont associées aux HDL alors que les apolipoprotéine de type B (ApoB)

sont associées aux CM, VLDL, IDL et LDL. On retrouve de I'apolipoprotéine C (ApoC) principalement sur les VLDL

et HDL. L’ApoE est quant a elle présente au sein des particules de type CM, VLDL, IDL et HDL mais pas sur les

LDL.
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2

Métabolisme du cholestérol

La distribution du cholestérol aux différentes cellules de I'organisme via des lipoprotéines spécifiques

s’effectue grace a I'action combinée de I'ensemble des apolipoprotéines, des enzymes lipolytiques, des

protéines de transfert et des récepteurs cellulaires. Le transport du cholestérol par les lipoprotéines se divise

en 3 grandes voies (figure 3) :

La voie exogeéne entéro-hépatique : principalement active en période postprandiale, elle permet le
transport des lipides alimentaires de I'intestin vers le foie.

La voie endogéne d’apport aux tissus périphériques : c’est le transport des lipides du foie vers les
cellules de I'organisme.

La voie du transport inverse du cholestérol (RCT) : c’est le retour du cholestérol des cellules de

I'organisme vers le foie.

Enfin, deux voies permettent I'élimination du cholestérol de I'organisme :

: ‘
e . / PLASMA

La voie biliaire : une part du cholestérol retourne au foie via les HDL et les LDL puis est éliminé dans la
bile soit directement, soit aprés conversion en acides biliaires.
La voie de I'excrétion transintestinale du cholestérol (TICE): c’est le passage du cholestérol

plasmatique a travers la muqueuse intestinale vers la lumiére intestinale.

FOIE

ALIMENTATION

Cholestérol

TISSUS VLDL
PERIPHERIQUES IDL

@ - _C_ETP

_k>@ ; 3 INTESTIN

HDL

FECES

Cholestérol + Acides biliaires

Figure 3. Schéma général du transport du cholestérol
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On distingue classiquement trois principaux tissus ayant une implication importante dans le métabolisme des
lipoprotéines : I'intestin, le foie et les tissus périphériques.

L'intestin permet I'absorption des lipides alimentaires via les entérocytes puis la formation et I'efflux des
lipoprotéines de grandes tailles notamment par I'association de TG a I’ApoB48. Les chylomicrons ainsi produits
et sécrétés dans le plasma vont permettre le transport entéro-hépatique des lipides. L'intestin a également un
role majeur dans I’élimination du cholestérol par le TICE.

Le foie capte les lipides libérés dans le plasma par l'intestin en période post-prandiale, les réorganise et les
redistribue aux tissus périphériques. Il est aussi une porte de sortie pour le cholestérol en permettant son
élimination biliaire.

Les tissus périphériques captent dans le compartiment plasmatique les lipides dont ils ont besoin pour leur
métabolisme, essentiellement du cholestérol et des acides gras libres issus des particules a ApoB. Le
cholestérol périphérique en excés retourne au foie ou a l'intestin pour sa réutilisation, son élimination biliaire

ou transintestinale.
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2.1  Origine du cholestérol : cholestérol endogéne / cholestérol exogéne

Chez I'homme, le cholestérol peut provenir de deux sources: I'alimentation ou la synthése de novo. Par
conséquent, la quantité de cholestérol cellulaire correspond a la résultante d’un équilibre entre I'apport du
cholestérol extracellulaire et la synthése du cholestérol par la cellule. Le cholestérol est essentiel pour de
nombreux processus et fonctions biologiques (Cf. § 1.1) aussi bien qu’il est toxique en cas d’exces, notamment
au niveau macrophagique suite a I'accumulation intracellulaire de LDL oxydées [24]. La régulation du niveau de

cholestérol au sein de I'organisme et au niveau cellulaire est donc vitale.
2.1.1  Synthése de novo du cholestérol

Le foie est I'organe majeur de la synthese de cholestérol bien que la plupart des cellules de I'organisme soient
capables de le synthétiser. La synthése biochimique du cholestérol a partir d’acetyl-CoA se fait en douze étapes
qui font intervenir différentes enzymes. L'enzyme limitante de la voie de synthese du cholestérol est
I’hydroxymethylglutaryl CoA (HMG-CoA) réductase qui catalyse la synthése du mévalonate a partir de 'HMG-
CoA.

Cette propriété de 'HMG-CoA réductase rend donc sa régulation majeure pour le maintien de ’homéostasie du
cholestérol. Le rétrocontrole effectué par le cholestérol est le principal mécanisme modulateur de la
transcription, de I'expression, de l'activité enzymatique et de la dégradation de cette enzyme. Cette
glycoprotéine transmembranaire de 97 kDa située au niveau du réticulum endoplasmique (RE) [25] fait donc
I'objet d’un fin controle transcriptionnel et post-transcriptionnel par différents facteurs impliqués dans le

métabolisme du cholestérol.

2.1.1.1  Controle transcriptionnel du niveau de cholestérol dans les cellules : réle du facteur de transcription

SREBP2

La synthese cellulaire du cholestérol est controlée par le facteur de transcription SREBP2 (Sterol Regulatory
Element Binding Protein 2). La famille des SREBP est composée de 3 membres : SREBP1a et SREBP1c qui sont
responsables de la transcription de genes impliqués dans la lipogenese [26][27] et SREBP2 qui apres activation
va se lier a ’ADN pour induire la transcription des genes permettant I'augmentation du niveau cellulaire de
cholestérol [28].

A I'état basal, SREBP2 (Sterol Regulatory Element Binding Protein 2) forme un complexe avec SCAP (SREBP
cleavage-activating protein) ancré au sein de la membrane du RE. Le maintien du complexe SREBP2-SCAP au
RE est assuré par la protéine de rétention INSIG1 (Insulin-induced gene 1). SCAP joue un role de senseur du
cholestérol. Ainsi, lorsque la concentration intracellulaire en cholestérol libre diminue, SCAP change de
conformation tridimensionnelle, libérant alors le complexe SREBP2-SCAP de la protéine de rétention INSIG1.
SCAP entraine SREBP2 vers I'appareil de Golgi par l'intermédiaire de vésicules de type COPII, ou il subit un
double clivage protéolytique par les protéases S1P et S2P (Site-1 et 2 protease) [28]. Le produit du clivage de
SREPB2 migre dans le noyau au niveau des SRE (Sterol Response Element) sur I’ADN ou il active la transcription
des génes de la biosynthése et de la capture du cholestérol dont 'HMG-CoA réductase et le LDLR (figure 4). Le

cholestérol néo-synthétisé ou nouvellement capté est alors soit directement utilisé pour la fonction cellulaire,
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soit estérifié puis stocké ou encore, lorsque la synthése a lieu dans le foie, le cholestérol est distribué aux

cellules des tissus périphériques via les lipoprotéines a ApoB (CM, VLDL, LDL).

SCAP Insig-1
- SREBP-2 / Concentration de
Réticulum ,
; cholestérol
endoplasmique INSIG-1
Vésicule COPII
: Noyau
Clivage S1P
protéolytique D
Golgi

S21

y Genes de biosynthese et
SREBP-2

de capture du cholestérol

Figure 4. Activation de SREBP2 par la déplétion intracellulaire en cholestérol [29]

Le niveau intracellulaire de cholestérol peut directement réguler I'activité de I'HMG-CoA réductase en
favorisant sa dégradation. En effet, le précurseur du cholestérol, le lanostérol, lorsqu’il est présent en forte
quantité, favorise la dégradation de I'HMG-CoA réductase dans la voie du protéasome [30]. Un niveau
supplémentaire de régulation en cas d’exces de cholestérol dans la membrane du RE est médié par INSIG qui se
lie a ’'HMG-CoA réductase. L'HMG-CoA réductase est alors ubiquitinylée puis entre dans la voie du protéasome
pour sa dégradation [31].

L'HMG-CoA réductase est la cible des statines qui représentent une classe pharmacologique de molécules
hypocholestérolémiantes. Les statines vont inhiber la synthese endogene du cholestérol et augmenter I'activité
de SREBP2, stimulant ainsi I'expression du LDLR [32].

SREBP2 est aussi régulé par des facteurs tel que SIRT6 (Sirtuin 6). En effet, SIRT6 qui a plusieurs activités
enzymatiques comme la désacétylation des histones, a été identifié comme un facteur essentiel pour la
régulation de ce géne. D’abord, il a été montré chez des souris que la surexpression systémique de SIRT6 réduit
la quantité de LDL cholestérol sous régime standard ou riche en gras [33]. Puis, la preuve directe de
I'implication de SIRT6 dans la régulation de 'homéostasie du cholestérol a été apportée par Tao et al. [34].
Cette équipe a montré chez la souris que la déficience de SIRT6 au niveau hépatique induit une élévation de la
concentration plasmatique en cholestérol. En fait, SIRT6 est mobilisé par le facteur de transcription FOX03
(Forkhead box O transcription factor 3) au niveau du promoteur du géne codant SREBP2, modulant ainsi son
expression et celle de ses génes cibles, notamment ’'THMG-CoA réductase. De facon intéressante, FOXO3 a déja
été impliqué dans ’homéostasie du cholestérol [35], cependant, son impact varie en fonction du modele

étudié. Il ressort néanmoins des travaux de Tao et al.,, un role important de SIRT6 et de FOXO3 dans la
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régulation de I'homéostasie du cholestérol via la régulation de I'expression hépatique du gene codant SREBP2.
Des études complémentaires seraient nécessaires pour mieux comprendre son mécanisme d’action.

Les miRNA sont des petites molécules d’ARN simple brin non codantes d’environ 22 nucléotides. Elles régulent
I'expression de génes a un niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel. Codés par I'ADN nucléaire
eucaryote, les miRNA fonctionnent via I'appariement a des séquences complémentaires sur des molécules
d'ARNm, entrainant la répression de la traduction ou la dégradation de sa cible. La séquence codante pour le
miRNA miR-33 est présente au niveau de I'intron 16 de la forme humaine de SREBP2 et est donc exprimée de
facon concomitante a ’ARN de SREBP2. miR-33 réduit I’expression de la protéine ABCA1 (ATP-binding cassette,
sous famille A, isoforme 1), un régulateur clé de la synthése des HDL qui permet I'efflux du cholestérol des
cellules vers I’ApoAl. En effet, le niveau protéique d’ABCA1 dans le foie est plus important chez des souris
déficientes pour miR-33 par rapport a des souris sauvages. De plus, les souris déficientes pour miR-33
présentent une quantité plasmatique de HDL cholestérol plus importante que des souris sauvages. Par ailleurs,
ABCG1 qui est aussi impliqué dans le maturation des HDL, a été mis en évidence comme cible de miR-33
[36][37]. ABCA1 et ABCG1 sont modulés dans le foie mais aussi au niveau macrophagique par miR-33 [37].
NPC1 (Niemann-Pick C1) est une protéine qui permet le transport intracellulaire du cholestérol et qui a aussi
été identifiée comme une cible de miR-33. Enfin, I'expression de SIRT6 et d’ABCB11 qui permet I'efflux des
acides biliaires dans la bile au niveau des hépatocytes est inhibée par miR-33 [38]. Ainsi, I'activation de
I’expression de SREBP2 conduisant a la co-expression de miR-33 réduit le RCT via une diminution de la synthese
des HDL, de I'efflux du cholestérol et de la sécrétion biliaire [39]. De fagon intéressante, un traitement avec un
anti-miR-33 stimule le RCT et réduit I'athérosclérose chez des souris déficientes pour le LDLR [40]. Des anti miR-

33 pourraient ainsi étre développées en clinique pour le traitement de I'athérosclérose.
2.1.2  Absorption et transport du cholestérol exogéne

2.1.2.1  Rappels anatomiques : I'intestin gréle

2.1.2.1.1  Anatomie

L'intestin gréle débute aprés I'estomac pour se terminer au niveau de la valvule iléo-caecale. Chez un homme
adulte, c’est un tube mesurant 2,5 cm de diametre sur une longueur de 6 metres replié en de nombreuses
boucles dans la cavité abdominale. Le maintien en place de ses repliements est permis par la présence du
mésentere et du péritoine. L'intestin gréle est vascularisé par I'artere mésentérique supérieure, issue de |'aorte
abdominale et par la veine porte, qui conduit le sang vers le foie. Les canaux lymphatiques de l'intestin gréle
viennent se déverser dans le canal thoracique qui débute dans I'abdomen puis traverse le thorax et vient se
jeter dans la veine sous-claviére gauche. L'intestin gréle est subdivisé en trois segments :

Le duodénum correspond a sa partie supérieure et est séparé de I'estomac par le sphincter pylorique. Il forme
un repli de 25 centimeétres en entourant le pancréas et est le lieu de déversement du canal cholédoque pour la
bile et du canal de Wirsung pour les enzymes pancréatiques au niveau du sphincter d’Oddi.

Le jéjunum correspond a la partie centrale de 'intestin gréle et mesure environ 2,5 metres, soit les 2/5° de
I'intestin gréle.
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éme

L'iléon représente les 3/5 " distaux de l'intestin gréle et fait suite au jéjunum sans démarcation anatomique
nette entre les deux segments.

Chez la souris, l'intestin gréle est long d’environ 30 cm et a un calibre relativement uniforme du pylore de
I’estomac jusqu'au caeecum. Ce dernier qui est volumineux, correspond a une poche de stockage qui n’existe pas

chez 'homme.
2.1.2.1.2  Histologie

La paroi intestinale est composée de plusieurs couches tissulaires (figure 5) qui sont, de la plus externe vers la
lumiére intestinale : la séreuse, la musculeuse constituée d’un feuillet de fibres musculaires longitudinales, puis
d’un feuillet de fibres musculaires circulaires, la sous muqueuse et la muqueuse qui correspond au chorion,
tissu conjonctif recouvert par I'épithélium intestinal. La sous muqueuse et la muqueuse sont séparées l'une de

I"autre par la muscularis mucosae qui correspond a un feuillet de fibres musculaires lisses.

Artere
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Intestin L
supérieure

Lumiere Microvillosités

Veine
porte
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sanguins
Valvules J
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Muqueuse

Crypte

Villosité

Epithélium

Figure 5. Structure de I'intestin gréle

La progression des aliments dans l'intestin gréle est assurée par la contraction des fibres musculaires de la
musculeuse via des mouvements de péristaltisme et des mouvements de segmentation qui facilitent
I'absorption.

Dans ce méme but, la muqueuse intestinale offre une tres grande surface de contact avec les aliments en
formant de gros plis circulaires : les valvules conniventes. La muqueuse peut étre étagée en deux niveaux : le
niveau des villosités et le niveau des cryptes (figure 6).
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Figure 6. Structure d’une villosité intestinale
Au niveau des villosités

Chaque villosité décrit une projection dans la lumiere de l'intestin, I’'ensemble des villosités formant ainsi un
tapis a sa surface de la muqueuse. Dans chaque villosité on retrouve : un réseau de capillaires sanguins en
position sous épithéliale et un vaisseau lymphatique central en cul-de-sac ou chylifére. Les capillaires sanguins
permettent I'apport en oxygene aux cellules de la muqueuse et la collecte des nutriments hydrophiles qui sont
absorbés. Le chylifere collecte les composés hydrophobes absorbés tels que les lipides et les vitamines
liposolubles qui sont ensuite excrétés dans ce conduit sous la forme de complexe lipides-protéines, les
chylomicrons.

L’épithélium couvrant chaque villosité est constitué de quatre types cellulaires : des entérocytes, des cellules

caliciformes, des cellules neuroendocrines et au niveau de I'iléon, des cellules M.

- Lesentérocytes (Cf. § 2.1.2.1.3) représentent plus de 90% des cellules de I'épithélium.

- Les cellules caliciformes sont des cellules productrices de mucus. Le mucus produit participe a la
formation du glycocalyx qui recouvre la surface de I’épithélium intestinal notamment afin de le
protéger des enzymes digestives présentes dans la lumiére.

- Les cellules neuroendocrines sont a l'origine de plusieurs types de sécrétion hormonale. Elles

permettent notamment la production de la cholécystokinine (CCK) et d’incrétines (GLP1, GIP). La CCK
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active la sécrétion pancréatique et la contraction de la vésicule biliaire suite a I'arrivée de peptides et
d’acides gras dans l'intestin. Les incrétines modulent I"homéostasie du glucose en stimulant la
sécrétion d’insuline en inhibant celle du glucagon (Cf. § 2.1.2.1.5).

- Les cellules M (microfold cells) qui sont des cellules du systéme immunitaire.
Au niveau des cryptes

Entre les villosités se situent des cryptes glandulaires profondément enfoncées dans la muqueuse. On vy
observe cing types cellulaires : des cellules caliciformes, des entérocytes, des cellules « intermédiaires », des
cellules neuroendocrines et au fond des cryptes, des cellules de Paneth.

- Les entérocytes, bien que moins matures, les cellules caliciformes et les cellules neuroendocrines sont
les mémes que sur les villosités. Les entérocytes y sont moins nombreux, au profit des cellules
neuroendocrines.

- Les cellules « intermédiaires » sont des cellules immatures, encore capables de se diviser, et situées
vers le fond des cryptes. Elles peuvent se différencier en entérocytes ou en cellules caliciformes.

- Les cellules de Paneth sont situées au fond des cryptes et contribuent a la défense de la barriere
mugqueuse intestinale

Les cellules de I'épithélium intestinal se renouvellent trés rapidement (4 a 5 jours) par migration et

desquamation cellulaire en partant de la partie inférieure des cryptes jusqu’au sommet des villosités.
2.1.2.1.3  Entérocytes

Les entérocytes sont les cellules les plus nombreuses de I’épithélium intestinal et sont le lieu clé d’'importants
mécanismes du métabolisme du cholestérol. Ce sont des cellules polarisées qui permettent les échanges entre
la lumiére intestinale, au travers de la membrane apicale, et le compartiment lymphatique et sanguin, au
travers de la membrane basolatérale. Ils présentent de nombreux replis au niveau de la membrane
cytoplasmique en vue de la lumiére intestinale. Ces replis rectilignes de méme calibre (0,1 um) et de méme
longueur (1 a 2 um) sont des microvillosités. Environ 600 de ces microvillosités recouvrent la surface de chaque
entérocyte, on parle alors de membrane en bordure en brosse.

Cette structure particulaire augmente considérablement la surface membranaire du pdle apical de la cellule et,
de ce fait, joue un réle majeur dans les phénomeénes d’absorption. De trées nombreuses enzymes sont présentes
au sein du glycocalyx qui recouvre les entérocytes et au sein de la membrane en bordure en brosse. Ces
diverses enzymes assurent, entre autre, I’hydrolyse de certains lipides qui peuvent ensuite étre captés par les
transporteurs de la membrane en bordure en brosse afin d’étre efflués vers la circulation lymphatique et
sanguine.

Les entérocytes sont fortement liés les uns aux autres par la présence de jonctions serrées au sein de leur
membrane latérale formant ainsi une barriere imperméable aux composés présents dans la lumiére intestinale.
La présence de protéines transmembranaires comme les cadhérines et les desmosomes permettant de

verrouiller les cellules les unes aux autres.
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2.1.2.1.4  Le systeme nerveux entérique

Le systeme nerveux entérique (SNE) est une subdivision du systéme nerveux autonome (pour revue [41][42]). Il
est connecté au systéme nerveux central via le nerf vague. Le SNE constitue un réseau neuronal distribué tout
le long du tube digestif qui est organisé en deux plexus principaux : le plexus sous-muqueux et le plexus
myentérique.
- Le plexus sous-muqueux est localisé entre la couche musculaire circulaire et la muqueuse intestinale. Il
controle les fonctions de la muqueuse.
- Le plexus myentérique est situé entre la couche musculaire circulaire et la couche musculaire
longitudinale. Il controle majoritairement la motricité digestive.
Ces deux plexus sont reliés entre eux par des interconnexions et forment ainsi une méme unité fonctionnelle.
Au sein des plexus, les neurones sont organisés en ganglions qui sont reliés par des fibres ganglionnaires. Le
SNE est composé de trois types cellulaires distincts : les neurones, les cellules gliales et les cellules souches
neuronales.
Le SNE a un role majeur dans ’homéostasie intestinale par :
- Lecontréle de la motilité digestive notamment le réflexe péristaltique
- Le contrdle des fonctions de la barriére épithéliale intestinale notamment du transport d’électrolytes,
de la production de mucus et de la perméabilité paracellulaire
- Lecontréle de la prolifération cellulaire de I'épithélium

- Le contréle du flux sanguin intestinal.
2.1.2.1.5 Incrétines

Les incrétines, GLP1 (Glucagon-like peptide-1) et GIP (Glucose-dependent insulinotropic polypeptide) sont des
hormones gastro-intestinales qui stimulent la sécrétion d'insuline. Ces hormones peptidiques sont sécrétées
lors de la prise alimentaire suite a I'augmentation de la glycémie par les cellules K (présentes au sein du
duodénum et du jéjunum proximal) pour le GIP et L (présentent au niveau de I'iléon et le colon) pour le GLP1.
En agissant directement sur la cellule B du pancréas, ces hormones vont potentialiser |'effet du glucose sur la
sécrétion d’insuline postprandiale. Mcintyre et al. ont montré que I'administration d’un bolus de glucose par
voie orale induit une plus forte sécrétion d’insuline que I'administration du méme bolus par voie intraveineuse
[43]. On parle alors d’effet incrétine. En effet, le GLP1 et le GIP sont responsables d’environ 50% de

I'insulinosécrétion (pour revue [44]).
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2.1.2.2  Absorption intestinale
2.1.2.2.1  Aspects quantitatifs

On estime qu’environ 50% du cholestérol présent dans la lumiére intestinale est absorbé [45], le reste est
directement éliminé dans les féces (tableau 4). Le régime alimentaire apporte en moyenne 400-500 mg de
cholestérol par jour. Le cholestérol d’origine biliaire représente quant a lui de 800 a 1200 mg de cholestérol par
jour faisant du cholestérol biliaire la source la plus importante de cholestérol pour I'absorption intestinale via le
cycle entérohépatqiue. Autrement dit, la voie d’apport alimentaire représente 1/3 du cholestérol absorbé et la
voie d’apport interne qui correspond au cholestérol excrété par I'organisme puis réabsorbé représente les 2/3

restants [46]. L'importance de la contribution intestinale dans I'efflux actif du cholestérol reste a ce jour encore

inconnue.
ORIGINE ET FLUX DU CHOLESTEROL MASSE
Cholestérol total 160¢g
Cholestérol plasmatique total 8¢g
Apport alimentaire 400 mg/jour
Absorption alimentaire (+ 50 et 60%) 200 - 240 mg/jour
Synthése endogéne (12 mg/kg/jour) 840 mg/jour
Sécrétion de stérols neutres 1 g/jour
Excrétion biliaire 1 g/jour
Desquamation cellulaire intestinale 250 - 400 mg/jour
Excrétion intestinale ?

Tableau 4. Valeurs indicatives du métabolisme du cholestérol pour un adulte de 70 kg [47][48]

2.1.2.2.2  Solubilisation

Suite a I'action des lipases dans la lumiere intestinale, notamment de la cholestérol estérase qui va permettre
I'hydrolyse du cholestérol estérifie (CE), les gouttelettes lipidiques issues de la digestion gastrique sont
progressivement transformées en microémulsions de plus petite taille. Ces microémulsions lipidiques
composées de PL, TG, acides gras et cholestérol libre vont ensuite subir une étape de solubilisation grace aux
acides biliaires sécrétés dans la lumiére intestinale, permettant alors la formation des micelles mixtes. Ces
micelles sont ainsi nommées par opposition aux micelles simples (3 nm de diamétre) qui sont formées
spontanément par agrégation d’acides biliaires. La taille et la forme des micelles mixtes (4-8 nm de diameétre)
varient en fonction des concentrations relatives de leurs différents constituants et plus particulierement en
fonction de leur quantité en phospholipides et acides biliaires.

Sécrétés par le foie puis stockés dans la vésicule biliaire pour enfin étre déversés dans la lumiére intestinale lors
des repas, les acides biliaires vont avoir un réle de détergents. Leur présence est indispensable a I'absorption
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du cholestérol. En effet, I'absorption du cholestérol est considérablement réduite dans des modéles animaux
génétiqguement modifiés présentant une absence d’excrétion d’acides biliaires ou, sur des animaux au canal
biliaire ligaturé chirurgicalement [49]. Par exemple, les souris déficientes pour la CYP7A1, une enzyme clé du
métabolisme du cholestérol, ont une absorption intestinale du cholestérol quasi nulle. De fait, ces souris
présentent un pool d’acides biliaires drastiquement réduit [49]. La quantité de cholestérol absorbé est donc
directement corrélée au pool d’acides biliaires présent au niveau intestinal [50]. De plus, la nature des acides
biliaires présents au sein des micelles va avoir une influence sur I'absorption du cholestérol. En effet, Wang et
al. ont montré chez des souris une corrélation positive entre I'indice d’hydrophobicité du pool d’acides biliaires
et I'absorption intestinale du cholestérol [51]. Les acides biliaires les plus hydrophobes (I’acide cholique et
I'acide deoxycholique) augmentent fortement la solubilisation micellaire du cholestérol et de ce fait, favorisent
son absorption.

La présence de phospholipides dans la bile est également indispensable, notamment a travers leur role
d’accepteur du cholestérol. Ainsi, des souris déficientes pour le transporteur ABCB4, qui permet I'efflux des PL
dans la bile, ont une réduction drastique de la quantité de cholestérol biliaire [52].

Avant que les molécules de cholestérol présentes dans la lumiére intestinale puissent interagir avec ses
transporteurs présents au sein de la bordure en brosse des entérocytes, elles doivent passer une barriere
aqueuse (100-500 um) dite de diffusion localisée a l'interface lumiere intestinale — membrane apicale
entérocytaire. La diffusion des molécules de cholestérol a partir des micelles a travers cette couche d’eau non
agitée est un processus relativement lent (pour revue [48]). Le manteau muqueux intestinal a également un
role important dans la diffusion et le passage du cholestérol vers la bordure en brosse. Ainsi, MUC1 qui est une
glycoprotéine liée a la membrane apicale des entérocytes et qui joue un réle essentiel dans la formation d’une
barriére protective au niveau de la surface épithéliale de la muqueuse est nécessaire pour une absorption
intestinale normale du cholestérol. En effet, des souris invalidées pour le gene codant MUC1 présentent une

réduction de 50% de I'efficacité d’absorption intestinale du cholestérol [53].
2.1.2.2.3  Captage entérocytaire

Le cholestérol va étre internalisé dans la cellule par I'action de différents transporteurs membranaires. Le
cholestérol libre (CL) est principalement capté par le transporteur Niemann Pick C1 Like 1 (NPC1L1) puis
internalisé dans la cellule entérocytaire [54].

Le transporteur NPC1L1 a été mis a jour en 2004 grace aux travaux d’Altman et al. a partir de cDNA issus de
mugqueuse jéjunale de rat. Cette protéine a été décrite comme étant limitante pour I'absorption entérocytaire
du cholestérol sous sa forme libre [54]. Ce transporteur exprimé au niveau de la membrane apicale des
entérocytes est inhibé par I'ézétimibe, une molécule hypocholestérolémiante utilisée en clinique [55]. En effet,
chez des souris déficientes pour NPC1L1, I'absorption intestinale de cholestérol radiomarqué administré par
gavage est réduite de 69% par rapport a des souris contrdles. Un traitement a I'ézétimibe chez ces animaux
n’entraine pas de baisse supplémentaire de I'absorption du cholestérol, suggérant une action de I'ézétimibe
dépendante de NPC1L1 [54]. En 2005, Garcia et al. ont confirmé que la glycoprotéine NPC1L1 était la cible de

I’ézétimibe par la mise en évidence de la liaison de la drogue au niveau la bordure en brosse des entérocytes
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qui expriment NPC1L1 et inversement, par son absence de liaison au niveau de la bordure en brosse
entérocytaire chez des souris déficientes pour ce transporteur [55]. De plus, des souris déficientes en ApoE
présentent une hypercholestérolémie et une plus grande susceptibilité a I'athérosclérose [56]. De fagon
intéressante, le croisement de ces animaux avec des souris déficientes pour NPC1L1 conduit a la production de
souris qui sont protégées vis-a-vis de I'athérosclérose [57].

SRB1 (Scavenger Receptor class B type 1) est une protéine transmembranaire de 82 kDa qui est notamment
exprimée au niveau intestinal et plus particulierement au niveau des membranes apicales et basolatérale des
entérocytes [58]. En 1998, Hauser et al. ont montré que ce transporteur était impliqué dans I'absorption
entérocytaire du cholestérol alimentaire [59]. En 2006, I'’équipe de Collet et al. met en évidence que chez des
souris surexprimant SRB1 spécifiquement au niveau intestinal, I'absorption du cholestérol est augmentée [60].
Les travaux de Mardones et al. précédemment publiés mettent néanmoins en avant une implication secondaire
et non limitante de SRB1 dans I'absorption du cholestérol, contrairement a NPC1L1. En effet, I'invalidation
totale de SRB1 chez la souris entraine une légére augmentation de I'absorption intestinale du cholestérol sous
régime standard [61].

CD36 est une glycoprotéine membranaire de la méme famille que SRB1 et qui est exprimée dans plusieurs
types cellulaires dont les cellules épithéliales de I'intestin [62]. CD36 semblerait avoir un role dans I'absorption
intestinale du cholestérol cependant, son implication reste mal caractérisée [63][64]. En 2009 les travaux de
Nguyen et al. mettent en évidence que chez des animaux déficients pour SRB1 et/ou CD36, |'efficacité
absorptive au niveau de la membrane de la bordure en brosse des entérocytes est équivalente a celle des
souris contréles sous régime standard [65]. Cette étude renforce donc I’hypothése d’un effet facilitateur mais
non limitant de I'absorption du cholestérol par les transporteurs SRB1 et CD36.

L’absorption intestinale de cholestérol est donc la résultante d’un processus actif faisant majoritairement

intervenir le transporteur pivot NPC1L1.
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2.1.2.3  Régulation de I'absorption intestinale du cholestérol

L’absorption intestinale du cholestérol est modulée par différents acteurs : des récepteurs nucléaires tels que
LXR (Liver X Receptor), PPARS (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor delta) et des acteurs nutritionnels
tels que les phytostérols.

Deux isoformes de LXR ont été identifiées, LXRa et LXRB. LXRa est exprimé dans le foie, I'intestin gréle, le tissu
adipeux, les macrophages tandis que LXRP est exprimé de facon ubiquitaire [66]. LXR agit comme un senseur
du cholestérol. Il est activé par les dérivés du cholestérol comme les oxystérols [67], qui sont ses ligands
endogénes, mais aussi par des agonistes synthétiques spécifiques comme le T0901317 ou I'ATI-829 [68].
Comme beaucoup de récepteurs nucléaires, LXR forme un hétérodimere obligatoire avec le Retinoid X
Receptor (RXR) et se lie a 'ADN au niveau des LXRE (Liver X Receptor Response Element) présents au sein du
promoteur de ses genes cibles. La présence des corépresseurs associés au complexe empéche la transcription
de ces genes.

En conditions physiologiques, 'augmentation intracellulaire de la quantité d’oxystérols est le reflet d’'un niveau
élevé de cholestérol: LXR est alors activé. Ainsi, suite a la liaison du complexe LXR/RXR a son ligand
(cholestérol, oxystérols, T0901317...), le complexe change de conformation tridimensionnelle ce qui induit la
libération des corépresseurs et le recrutement de co-activateurs. Ceci entraine alors la transcription des genes

cibles de LXR [69] (figure 7).

Corépresseurs Co-activateurs

Acide rétinoique ~ - Cholestérol, oxystérols

RXR I*) RAR I_> TRANSCRIPTION
ADN ADN

LXRE LXRE

Figure 7. Mécanisme d’action de LXR

Chez la souris, I'activation de LXR par le T0901317 induit une diminution de I'absorption intestinale du
cholestérol due a une augmentation de I'expression de genes impliqués dans I'efflux entérocytaire du
cholestérol tels que I'hétérodimeére ABCG5/G8 [70]. ABCG5/G8 forme un transporteur qui est présent au sein
de la membrane apicale des entérocytes [71] et qui régule négativement I'absorption intestinale du cholestérol
[72]. En outre, I'expression génique de NPC1L1 est également diminuée dans l'intestin par un traitement avec
un agoniste de LXR [73].

On connait trois isoformes du récepteur nucléaire PPAR : PPARa, PPARB/6 et PPARy [74]. Plus particulierement,
PPARS est exprimé de fagon ubiquitaire avec un niveau important de transcrit dans l'intestin gréle [75]. PPARS
joue un réle de modulateur de I’'homéostasie des acides gras, du glucose et du cholestérol. Chez des souris, Van
der Veen et al. ont montré que l'activation de PPARS par un agoniste de synthese de haute affinité, le

GW610742, permet de réduire I'absorption intestinale du cholestérol de 43%. Les auteurs expliquent cette
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réduction de I'absorption par une baisse de I'expression du gene codant NPC1L1 principalement dans le
jéjunum et I'iléon des souris traitées [76].
Les phytostérols sont des stérols d’origine végétale, présents dans I'alimentation mais non nutritifs et qui ont
une structure moléculaire similaire a celle du cholestérol. Ils permettent une réduction de I'absorption du
cholestérol par leur substitution au cholestérol présent dans les micelles mixtes [77]. Ceci s’explique
principalement par les propriétés physico-chimiques des phytostérols : ils ont une plus grande hydrophobicité
que le cholestérol et sont des molécules chargées. Les phytostérols ont donc une plus forte affinité pour les
micelles que le cholestérol. De plus, les phytostérols empruntent les mémes voies moléculaires de captage et
d’efflux via les transporteurs NPC1L1 et ABCG5/GS8. Les phytostérols libres ou estérifiés entrent ainsi
directement en compétition avec le cholestérol pour leur internalisation et leur sortie des entérocytes, limitant
de fait I'absorption du cholestérol [48]. De nombreuses études ont montré une diminution du niveau des LDL
plasmatiques de I'ordre de 10% suite a la supplémentation du régime alimentaire en phytostérols sur des
modeéles normo- ou hypercholestérolémiques [78][79][80][81].
Plusieurs agents pharmacologiques vont moduler I'absorption intestinale :
- I’ézétimibe, qui inhibe NPC1L1
- les séquestrants des d’acides biliaires, qui se lient aux acides biliaires empéchant ainsi leur
réabsorption intestinale et stimulant leur production ([82]. Néanmoins, I'action hypo-
cholestérolémiante principale des séquestrants des d’acides biliaires est I'augmentation du
catabolisme des LDL.

Les agents cités en exemple ci-dessus vont limiter I'absorption intestinale des stérols neutres.
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2.1.2.4  Export entérocytaire du cholestérol absorbé
2.1.2.4.1 Voie des chylomicrons

Cette voie est active en phase postprandiale. Ainsi, le cholestérol capté au sein de I'enterocyte est estérifié par
I'action d’une enzyme spécifique du réticulum endoplasmique (RE) : I’Acyl-CoA : Cholesterol Acyltransferase 2
(ACAT2) [83]. Une fois estérifié, le cholestérol s’associe a I’ApoB48. L'ApoB48 synthétisée au niveau du RE des
entérocytes est indispensable a la formation et a I'assemblage des chylomicrons en devenir. Grace a 'action de
la protéine microsomale de transfert des TG (MTP), ’ApoB48 se charge majoritairement en TG, le CE
hydrophobe migre alors au coeur de la particule [84]. En plus de I’ApoB48, les chylomicrons contiennent de
I’ApoAl, All et AIV nouvellement synthétisés dans la cellule. Les chylomicrons néoformés sont excrétés au
niveau de la membrane basale des entérocytes. Dans la circulation, ils se chargent aussi en ApoC et E issu des
HDL. Exclusivement synthétisés dans l'intestin, les chylomicrons sont d’abord sécrétés dans la lymphe
mésentérique par exocytose puis, vont rejoindre la circulation sanguine via le canal thoracique au niveau de la
veine sous claviere gauche (figure 8).

Lors de leur transit dans la circulation sanguine, les chylomicrons vont se lier a la Lipoprotéine Lipase (LPL). La
LPL est une enzyme fixée a I'endothélium des vaisseaux sanguin et qui a une activité lipolytique [85]. Elle va
permettre I'hydrolyse des TG par reconnaissance du cofacteur de la réaction : I’ApoCll. Des acides gras vont
alors étre libérés puis captés par les tissus. Mécaniquement, cette hydrolyse des TG va entrainer une
diminution de taille de la particule. Certaines protéines de surface telles que I’ApoAl et I’ApoC, vont étre
libérées de la structure et contribueront a la formation de nouvelles particules de type HDL. L’hydrolyse des TG
conduit a la formation de remnants de chylomicrons, proportionnellement moins chargés en TG et plus riches
en CE.

Les remnants de chylomicrons peuvent étre directement captés par certains tissus, sans étre préalablement
captés par le foie. C'est par exemple le cas pour le coeur, les muscles squelettiques et le tissu adipeux [86].
Mais, le reste des particules est majoritairement capté au niveau du foie par endocytose dépendante de la
présence de récepteurs dédiés, puis catabolisé (figure 9). Ce captage se fait par reconnaissance de I’ApoE via
deux récepteurs principaux : le récepteur au LDL (LDLR ou récepteur a I"’ApoB/E) et le LDL receptor-related
proteinl (LRP1). Ainsi, des mutations perte-de-fonction du LDLR chez 'homme entrainent une forte
augmentation des particules a ApoB 100 mais pas de modification du captage des particules a ApoB 48/E [87].
Aussi, des souris déficientes en LRP1 spécifiquement dans le foie ne présentent pas de baisse du captage des
remnants de chylomicrons [88]. Les auteurs montent que ce résultat est d(i a une augmentation de I'expression
protéique du LDLR au niveau hépatique. Par contre, on constate chez des souris déficientes pour le LDLR que
I'invalidation du LRP1 induit une forte accumulation des remnants de chylomicrons dans le compartiment
plasmatique [88]. Les travaux de Rohlmann et al. mettent en évidence I'implication de ces deux transporteurs
dans le captage des remnants de chylomicrons. Le LDLR et le LRP1 semblent donc avoir un réle redondant dans
le captage des remnants de chylomicrons. SRB1 semble également participer au captage des chylomicrons. En
effet, chez la souris, la surexpression adénovirale de SRB1 dans le foie augmente le métabolisme des

chylomicrons possiblement via la facilitation du captage des remnants de chylomicrons [89].
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2.1.2.4.2 Voie des HDL

Des travaux publiés en 2005 ont mis en évidence |'existence d’une seconde voie de sécrétion du cholestérol
absorbé, indépendante de I’ApoB48. In vitro, Igbal et al. ont montré sur un modele de cellules intestinales
Caco-2 et sur des entérocytes primaires issus de souris déficientes en ApoAl que le cholestérol peut étre
sécrété au niveau de la membrane basolatérale des entérocytes vers des lipoprotéines a ApoAl [90]. Sur les
entérocytes primaires issus de souris déficientes en ApoAl, la sécrétion du cholestérol par les HDL, mais pas
par la voie des chylomicrons, est fortement réduite. L'apport de I’ApoAl dans le milieu extracellulaire permet
de nouveau aux entérocytes d’effluer du cholestérol vers I’ApoAl. Igbal et al. montrent également que I’ApoAl
semble jouer un réle dans la cinétique d’absorption du cholestérol. Les souris déficientes en ApoAl présentent
une concentration plasmatique en HDL cholestérol fortement réduite par rapport a des souris contréles et
suite a un gavage avec du cholestérol radiomarqué, son absorption varie sur le court et le long terme [90].
Cette voie semblerait médiée par le transporteur ABCALl. En effet, des souris déficientes en ABCAl
spécifiquement au niveau intestinal présentent une diminution de 30% de la quantité de HDL plasmatique [91].
Ces résultats suggerent donc la présence d’une voie intestinale différente de celle de I’ApoB48 dans I'efflux du

cholestérol absorbé et qui passerait par I’ApoAl et le transporteur ABCA1 (figure 8).
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cholestérol (d’apres [92])
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2.2 L'apport en cholestérol aux tissus
2.2.1 Libération hépatique, transit et remodelage vasculaire

Les VLDL produits par le foie et libérés dans la circulation sanguine sont a 'origine de cette deuxiéme voie
(figure 10). Le cholestérol absorbé et néo-synthétisé par le foie est excrété au sein de ces lipoprotéines. Suite a
I'action progressive des lipases plasmatiques sur les TG, les VLDL sont convertis en IDL puis en LDL. Par
conséquent, les LDL sont les lipoprotéines les plus riches en cholestérol, elles transportent les 2/3 du
cholestérol plasmatique. Ces particules proathérogenes sont éliminées de la circulation par leurs récepteurs
(LDLR) au niveau du foie et des tissus périphériques.

L’assemblage des VLDL au niveau du RE comporte deux étapes. La premiére étape correspond a la lipidation de
I’ApoB100. Des TG, qui sont les principaux constituants des VLDL et en moindre quantité du CE, vont s’agréger
a I’ApoB100 qui est a I'origine de la formation de la lipoprotéine. Comme pour les chylomicrons, I’'assemblage
et la sécrétion des lipoprotéines a ApoB est médiée par I'action de protéines comme la MTP qui permet la
maturation de la lipoprotéine dans le RE en se liant aux CE, PL et TG [93]. Les souris invalidées pour la MTP dans
le foie ont une absence totale de lipoprotéines a ApoB100 et présentent une résistance a
I’hypercholestérolémie induite par un régime riche en cholestérol [94], similaire au phénotype
d’abetalipoprotéinémie humaine. Dans une deuxieme étape, les VLDL naissantes vont fusionner avec des
gouttelettes riches en TG présentes dans la lumiéere du RE et dont la formation est également dépendante de la
MTP [95]. Les VLDL matures ainsi formés vont acquérir d’autres apolipoprotéines que I’ApoB telles que de
I’ApoC et de I’ApoE néo-synthétisées dans le foie.

Les VLDL néoformées quittent le RE vers I'appareil de Golgi via des vésicules COPII. Une fois dans I'appareil de
Golgi, les VLDL sont rassemblées au sein de vésicules sécrétoires puis transportées a la membrane plasmique
de I’hépatocyte et enfin libérées.

Dans la circulation sanguine, les TG vont subir une premiére hydrolyse sous I'action de la LPL endothéliale.
Cette enzyme est activée par I’ApoCll qui est présente a la surface des VLDL. L’hydrolyse et la libération des TG
conduit a une diminution de taille de la particule qui induit alors une perte de composés de surface tels que de
I’ApoC et des PL. Les VLDL vont alors évoluer en IDL d a ce remodelage mécanique. Les IDL sont donc plus
petits et proportionnellement plus riche en ApoB100, en ApoE et en CE.

A leur tour, les IDL vont subir une hydrolyse sur les TG restants par I'action de deux enzymes, la Lipase
Hépatique (HL) synthétisée et exprimée par le foie [96] et la Lipase Endothéliale (EL), conduisant a la formation
de LDL.

Au stade LDL, la particule est trés riche en CE et ne posséde plus que de I’ApoB100. Conjointement a cette
étape, les VLDL et les LDL peuvent recevoir du CE issu de particules HDL par échange de TG [97]. Ce mécanisme
est permis grace a la Cholesteryl Ester Transfer Protein (CETP), protéine qui est présente chez 'lhomme mais
absente chez la souris.

En fonction du besoin des cellules en cholestérol et en différents lipides, les lipoprotéines vont pouvoir étre
captées grace a linteraction apolipoprotéine — récepteur membranaire. Cette reconnaissance par les

récepteurs cellulaires se fait principalement par I’ApoB100 pour les IDL, LDL et par I’ApoE pour les VLDL.
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Figure 10. Représentation schématique de la voie endogéne d’apport du cholestérol aux tissus

2.2.2  Captation du cholestérol : le LDLR
2.2.2.1 Identification et fonction

Le principal récepteur responsable de I’épuration plasmatique des LDL est le LDLR. Le géne du LDLR, situé sur le
chromosome 19, code pour une protéine de 839 acides aminés et d’'un poids moléculaire de 120 kDa. Chez
I’'homme et chez la souris, le LDLR est exprimé dans de nombreux tissus [98][99]. Chez les rongeurs, il est plus
particulierement exprimé dans le foie et dans l'intestin gréle [98]. Au cours de sa maturation vers la membrane
plasmique, le LDLR subit une glycosylation aboutissant a la forme mature de la protéine d’un poids moléculaire
de 160 kDa. Brievement, le LDLR est une glycoprotéine transmembranaire composée de 5 domaines :
- un domaine cytoplasmique de petite taille nécessaire pour diriger le LDLR aux puits recouverts de
clathrine
- un domaine transmembranaire
- un domaine de liaison aux sucres
- un domaine possédant 35% d’homologie avec I'EGFP (Epidermal Growth Factor Precursor) qui est
composé de 3 sous-domaines (EGF-like A, B, C) et qui pourrait étre impliqué dans la dissociation et le
recyclage du LDLR
- un domaine de liaison aux lipoprotéines via leurs apolipoprotéines.
Le LDLR est aussi appelé récepteur a I’ApoB100/E car il est capable de reconnaitre et de se lier aux
lipoprotéines contenant de I’ApoB100 [100] et / ou de I’ApoE [101]. A la membrane plasmique, le LDLR est
localisé au niveau de zones enrichies en clathrine [102]. Une mutation du gene codant le LDLR peut entrainer le
développement d’une hypercholestérolémie familiale (HF) via un défaut de clairance du LDL cholestérol. L'HF
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est une affection génétique fréquente touchant un individu sur 500 dans sa forme hétérozygote. Elle se
transmet sur un mode autosomique dominant et se manifeste par une élévation de la quantité plasmatique de
LDL cholestérol, responsable de la survenue précoce de complications CV.

Les LDL vont étre endocytées puis catabolisées dans les cellules des tissus périphériques selon un processus en
plusieurs étapes [103]. Les LDL circulantes se fixent au domaine de liaison extracellulaire du LDLR. Le complexe
LDLR-LDL est alors internalisé par endocytose au niveau des puits recouverts de clathrine. Au cours de
I'acidification de I'endosome via I’ATPase de type V, le complexe LDLR - lipoprotéine se dissocie. En effet,
I"acidification du pH induit un changement conformationnel du LDLR. Ainsi, a pH neutre, le LDLR adopte une
conformation ouverte linéaire au niveau de son domaine de liaison aux lipoprotéines. A pH acide dans les
endosomes, le LDLR libere la lipoprotéine et prend une conformation fermée (figure 11). Le LDLR peut alors
étre recyclé et redirigé a la surface cellulaire via une vésicule endosomale. Il pourra de nouveau se lier aux
particules de LDL pour environ 150 cycles [104]. La lipoprotéine est quant a elle dégradée dans le lysosome
(figure 12). Les différents constituants protéiques et lipidiques de la LDL sont remobilisés par la cellule pour
combler ses besoins, notamment en cholestérol. Le LDLR est le seul récepteur capable de reconnaitre et

d’endocyter les LDL via I’ApoB100.

LDL LDL

LDLR LDLR

pH7 pHS5

Figure 11. Changement de conformation du LDLR en fonction du pH [102]
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2.2.2.2  Régulation du LDLR et de la captation du LDL-cholestérol

Le LDLR a role central dans le métabolisme du cholestérol. En effet, il joue un role d’intermédiaire entre le
cholestérol extracellulaire plasmatique et le cholestérol intracellulaire. Il capte le LDL cholestérol par
reconnaissance de I’ApoB100 présente sur les LDL et favorise son catabolisme au niveau du foie. Il fait donc
I'objet d’une fine régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle.

Le contenu intracellulaire en cholestérol libre impacte I’expression du LDLR. En effet, |'activation de SREBP2 est
dépendante du niveau de cholestérol libre présent dans la cellule. Ainsi, suite au captage ou a la synthése de
cholestérol libre ou suite a I’hydrolyse de cholestérol estérifié capté ou stocké par la cellule, le cholestérol libre
peut rejoindre les membranes plasmatiques et le RE [15]. L’enrichissement du RE en cholestérol libre va alors
induire le maintien de SREBP2 a sa membrane, empéchant la transcription du LDLR. Inversement, en cas de
baisse du contenu cellulaire en cholestérol libre, SREBP2 active la transcription du LDLR (Cf. § 2.1.1.1).

Comme vu précédemment, les statines vont induire une augmentation de I’expression du LDLR via I'activation
de SREBP2 suite a I'inhibition de ’'HMG-CoA réductase [12].

De plus, le cholestérol active I’Acyl cholesterol acyl transferase 2 (ACAT2) qui permet son estérification au sein
de la cellule : ACAT2, par son activité combinée sur le cholestérol des membranes des organites intracellulaires
et I'oléyl-CoA du cytoplasme, permet la synthése d’oléate de cholestérol (cholestérol estérifié).

Ce procédé permet de stocker I'exces de cholestérol sous forme de CE et d’inhiber la synthése du LDLR,

protégeant ainsi la cellule d’'une entrée trop importante.
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2.2.2.2.1 IDOL

Un autre mécanisme régulant le nombre de LDLR a la surface cellulaire pourrait potentiellement étre une
nouvelle cible thérapeutique pour réguler la cholestérolémie. Il s’agit de I'axe LXR - IDOL (Inducible degrader of
the LDLR) - LDLR. IDOL a été identifié comme un des loci les plus fortement associé a I’'hypercholestérolémie et
aux maladies CV dans les analyses de GWAS (Genome wild association study) [105]. IDOL est une E3 ubiquitine
ligase qui régule le LDLR de fagon post-transcriptionnelle. Cette petite protéine induit I'ubiquitination et la
dégradation du LDLR en réponse a une activation de LXR qui induit son expression. En effet, en cas
d’augmentation intracellulaire de cholestérol, LXR va se lier a RXR et induire la transcription de ses génes cibles,
dont IDOL [106]. L'expression de I'ARNm d’IDOL est induite par des agonistes de LXR dans plusieurs types de
cellules in vitro et dans de nombreux tissus in vivo, dont I'intestin. Le VLDLR et I’ApoER2, deux récepteurs de la
famille du LDLR, sont aussi des cibles de dégradation pour IDOL [107]. Chez des souris surexprimant IDOL, on
observe une augmentation de la quantité plasmatique de LDL-cholestérol. In vivo, la surexpression adénovirale

d’IDOL ou un traitement avec un agoniste de LXR induit une diminution de la quantité de LDLR [108].
2.2.2.2.2  PCSK9

Il y a une dizaine d’année, I'identification d’'un nouveau locus chez des familles d’"HF nantaises ne présentant
pas de mutations des génes codant le LDLR ou I’ApoB a permis de localiser le locus situé en 1p34.1-p32 de
cette 3°™ forme d’hypercholestérolémie familiale dominante (ADH) [109]. En 2003, I'équipe de C. Boileau a
Paris et celle de N. Seidah a Montréal identifient le géne codant PCSK9 comme responsable de ’ADH chez ces
patients [110][111]. PCSK9 est un géne de 22 kb localisé sur le chromosome 1 et comprenant 12 exons. Ce géne

eme

code la Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 ou PCSK9, 9™ membre de la famille des proprotéines
convertases. Son ARNm est retrouvé de fagcon ubiquitaire dans l'organisme, avec une expression plus
importante au niveau hépatique, intestinal et rénal [110]. En un peu plus d’une dizaine d’années, de la
découverte du gene a sa modulation en thérapeutique humaine, PCSK9 s’est imposée comme un acteur

essentiel de la régulation de I’homéostasie du cholestérol.
Mutations de PCSK9

On distingue deux grands groupes de mutations : les mutations gain-de-fonction et les mutations perte-de-
fonction de PCSK9, qui peuvent induire soit une hyper soit une hypocholestérolémie.

En 2003, les premieres mutations a avoir été découvertes sur le géne PCSK9 ont été des mutations gain-de-
fonction [110]. Ces mutations étaient associées a des hypercholestérolémies familiales induisant un risque CV
élevé. De nombreuses mutations gain-de-fonction, touchant différents sites sur le gene, ont ensuite été
rapportées dans la littérature. Des études cliniques de divers mutants gain-de-fonction de PCSK9 montrent une
augmentation du risque CV lié a I'athérosclérose chez certains de ces patients [112]. Le point commun de ces
mutations est que ce sont des mutations faux-sens. Les effets de ces mutations sur la fonction de PCSK9 sont
donc difficiles a appréhender contrairement aux mutations non-sens qui induisent des pertes de fonction. Les
mutations gain-de-fonction de PCSK9 représentent moins de 1% des mutations responsables des HF contre

70% pour le LDLR [113].
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Quelques années plus tard, I'étude ARIC (atherosclerosis risk in communities) a permis d’identifier des
mutations perte-de-fonction de PCSK9 associées a des taux trés faibles de LDL cholestérol chez certains
individus de la population afro-américaine [114]. Ces mutations non-sens sont a l'origine d’une protéine
tronquée affectant 1 afro-américain sur 40. Les variants non-sens s’accompagnent d’une valeur moyenne de
LDL cholestérol abaissée de 28% et d’un risque CV diminué de 88% sur une période de 15 ans [114]. Sur
d’autres parameétres CV, I'étude montre qu’il y a moins d’hypertendus dans la population présentant des
mutations perte-de-fonction que dans la population afro-américaine non mutée pour PCSK9. Dans cette étude,
d’autres mutations perte-de-fonction ont été identifiées (notamment un variant faux-sens affectant 1

caucasien sur 30), toutes corrélées a un taux bas de LDL-cholestérol.
Structure

Chez 'homme, PCSK9 est synthétisée sous la forme d’une proprotéine soluble (pro-PCSK9) de 662 acides
aminés. Ce précurseur de 74 kDa est composé de 3 domaines : un prodomaine, un domaine catalytique et un
domaine C-terminal. Il subit un autoclivage catalytique dans le réticulum endoplasmique pour libérer un
fragment de 60 kDa (540 aa) et son prodomaine de 14 kDa (Figure 13). PCSK9 est ainsi excrétée de la cellule
sous sa forme active [111]. Le prodomaine libéré reste lié de facon non covalente a I'enzyme et agirait comme
un inhibiteur du domaine catalytique en bloquant son accés [115] (Figure 14). A I'heure actuelle, il n’a été
découvert aucun autre substrat a PCSK9 que lui-méme. L’activité catalytique de PCSK9 se limite donc a son

propre clivage.

Site de cleavage auto catalytique

|

Pro-PCSK9 Domaine riche en
o i i i 74 kDa
(662 aa) Pro-domaine Domaine catalytique cystéine-histidine
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Site de glycosylation
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Figure 13. Schéma illustrant les étapes de maturation de PCSK9
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Figure 14. Structure cristallographique de PCSK9

Transport et sécrétion cellulaire de PCSK9

Comme de nombreuses protéines qui sont sécrétées, PCSK9 subit des modifications post-transcriptionnelles
tels qu’une glycosylation, une phosphorylation et des tyrosine sulfatations [116][117]. Chen et al. se sont
focalisés sur le transport intracellulaire et la sécrétion de PSCK9 hors de la cellule productrice. lls ont ainsi pu
montrer que I'absence de Sec24A, qui intervient dans le transport intracellulaire de protéines, induisait une
baisse du cholestérol plasmatique via une diminution de la sécrétion de PCSK9 [118].

Les souris déficientes en Sec24A présentent une accumulation intracellulaire de PCSK9, un niveau accru de
LDLR au niveau hépatique et une hypocholestérolémie caractérisée par une quantité réduite de LDL
plasmatique. Inversement, la surexpression de Sec24A stimule la sécrétion de PCSK9 [118].

Le mécanisme moléculaire mis en jeu est le suivant : la protéine PCSK9 néo-synthétisée subie un autoclivage
dans la lumiere du RE. Le prodomaine libéré reste associé a la protéine mature qui est ensuite exportée vers
I'appareil de Golgi. Ceci est permis grace a l'association de PCSK9 au domaine luminal d’un récepteur
transmembranaire du RE. Le complexe hétérodimérique Sec23-Sec24A, présent dans le cytosol se lie alors au
niveau du domaine cytosolique du récepteur. Sec24A permet 'empaquetage de la protéine afin de pouvoir
étre transportée. Cette interaction au sein du cytosol est possible grace a une ou plusieurs zones de liaison de
Sec24A au domaine cytosolique du récepteur transmembranaire liant PCSK9. L’enzyme Sarl est le quatrieme
acteur indispensable a la formation de la vésicule de transport issue de la membrane du RE. Le complexe PCSK9
mature/récepteur transmembranaire/Sec24A-Sec23-Sar1-GTP une fois formé est alors transporté au Golgi via

des vésicules COPIlI-coated. PCSK9 est ainsi prét a étre sécrété hors de la cellule (figure 15).
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Figure 15. Transport de PCSK9 du RE vers I'appareil de Golgi [119]

Le foie est l'organe principal de sécrétion de PCSK9 chez la souris [120]. PCSK9 est détecté par
immunoprécipitation dans le plasma des souris sauvages alors qu’aucun signal n’est détecté chez des souris
invalidées pour PCSK9 dans le foie. Les souris déficientes totales en PCSK9 ou spécifiquement au niveau
hépatique présentent respectivement une diminution de la cholestérolémie de 42% et 27% [120]. Le foie
intervient pour les 2/3 dans le phénotype hypocholestérolémiant des souris déficientes en PCSK9 suggérant un
role des tissus extra-hépatiques soit via une action paracrine de PCSK9 dans d’autres tissus dont I'intestin soit

via la persistance d’une sécrétion extra-hépatique de PCSK9.
PCSK9, une protéine circulante

PCSK9 est une protéine circulante [121] et peu étre détectée dans le plasma humain. Chez 'lhomme, plus de
40% de PCSK9 plasmatique sembleraient étre associées avec les LDL. L’association LDL-PCSK9 dans le
compartiment plasmatique limiterait la capacité d’action de PCSK9 [122]. Sa liaison a d’autres types de
lipoprotéines n’a cependant pas été reportée. PCSK9 peut étre clivée par d’autres proprotéines convertases
comme la furine [123][124]. La furine clive PCSK9 au niveau de son domaine catalytique, générant une protéine
de 53 kDa. Deux formes de PCSK9 sont donc présentes dans le compartiment plasmatique : une forme intacte
et une forme clivée par la furine. Lipari et al. ont montré chez la souris que la forme clivée de PCSK9 n’est pas
associée a une perte de fonction de la protéine et que la concentration en LDL-cholestérol est controlée par les
deux formes circulantes de PCSK9 [123].

Fan et al. ont montré que PCSK9 peut également étre retrouvée dans le plasma sous forme homodimerique ou
méme homotrimerique en fonction des parametres physico-chimiques du milieu [125], modifiant ainsi son
activité de dégradation du LDLR.

Grace a l'utilisation de PCSK9 recombinante, des études de cinétique chez la souris ont montré que PCSK9 a
une durée de vie courte dans le plasma - de 'ordre de 5 minutes. De méme, il a pu étre mis en évidence que
90% de la protéine circulante est éliminée par le foie dans les 15 minutes suivant une injection en intraveineuse

de PSCK9 purifiée a une dose physiologique [126].
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Les niveaux circulants de PCSK9 dans le plasma sont tres variables chez ’'Homme et la souris. Chez I'Homme, les
niveaux circulants peuvent varier de 30 a 3000 ng/ml avec une médiane a 500 ng/ml (Dallas Heart Study [127]).
La variabilité des anticorps utilisés pour la détection de PCSK9 circulante par dosage ELISA mais aussi, la forme
de PCSK9 dans le plasma peuvent en partie expliquer cette importante variabilité [113]. Néanmoins, de
nombreuses études ont montré que les niveaux plasmatiques de PCSK9 corrélaient avec les concentrations
plasmatiques en cholestérol total et notamment le LDL-cholestérol chez I'homme [128][129]. La PCSK9
circulante corréle également avec de nombreux autres parametres dont le HDL-cholestérol, I’ApoB, le FCR
(Fractional Catabolic Rate) de I’ApoB, la triglycéridémie, I'IMC (Indice de Masse Corporelle), la glycémie,
I'insulinémie, le diabéte, I’dge ou encore la ménopause (pour revue : [113]). Récemment, des membres de mon
équipe ont montré que PCSK9 plasmatique est un biomarqueur tardif de sévérité chez des patients souffrant

de graves lésions traumatiques [130]. PCSK9 est ainsi augmentée au cours du stress en réanimation.
PCSK?9, inhibiteur post-transcriptionel du LDLR

A la surface membranaire de la cellule, PCSK9 se lie au domaine extracellulaire EGF-A du LDLR [12]. L’étude
cristallographique comparée de PCSK9 et LDLR EGF-A montre que la zone de liaison de PCSK9 au LDLR EGF-A
est distante de son site catalytique [131]. Aussi, dans les cellules HepG2, la surexpression d’un variant de PCSK9
ayant un site catalytique inactif n’a pas d’effet sur le LDLR [132]. Cependant, une fois PCSK9 clivée, I'activité
catalytique n’est pas nécessaire pour permettre sa liaison au LDLR [133]. PCSK9 n’a donc pas d’activité
protéolytique sur le LDLR, elle agit comme une protéine chaperonne. Le complexe PCSK9 / LDLR / lipoprotéine
est endocyté puis subit une dégradation lysosomale. Ainsi, PCSK9 diminue le recyclage du LDLR a la surface de
la cellule et conduit a sa dégradation lysosomale [131] (figure 16). Il faut remarquer que la plupart des

interactions PCSK9 / LDLR s’effectue avec la forme mature du récepteur [132].
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Figure 16. Effets de PCSK9 sur le LDLR [12]

Différentes études montrent un lien entre PCSK9 et les niveaux d’expression du LDLR hépatique. Ainsi, chez les
patients porteurs de la mutation S127R hypercholestérolémiante gain-de-fonction de PCSK9, on constate une
diminution de 35% du nombre de LDLR a la surface de lymphocytes immortalisés [116]. A I'inverse, la quantité
de LDLR a la surface des hépatocytes est augmentée de 2,8 fois chez les souris déficientes en PCSK9 [134].
PCSK9 agit sur le LDLR de maniere post-transcriptionnelle : elle augmente la dégradation du récepteur sans en
affecter I'expression. En effet, la surexpression adénovirale de PCSK9 chez la souris induit une augmentation du
LDL cholestérol secondaire a une diminution de I'expression protéique du LDLR hépatique, sans modification de
I’expression du gene codant le récepteur [132].

Le mécanisme d’action par lequel PCSK9 va moduler I'expression hépatique du LDLR n’est que partiellement
connu. PCSK9 va pouvoir agir une fois le LDLR exprimé a la surface cellulaire cependant, on ne peut pas exclure
un role intracellulaire de PCSK9. La part respective de chaque voie demeure encore inconnue bien que la voie
extracellulaire soit la plus étudiée car la plus prometteuse en termes de stratégies thérapeutiques
hypocholestérolémiantes [135]. La forme intracellulaire peut jouer un rdole dans la dégradation du LDLR ou de
son précurseur. Par exemple, certaines mutations gain-de-fonction comme S127R induisent une
hypercholestérolémie quand bien méme la protéine PCSK9 modifiée n’est produite et sécrétée que trés

faiblement [136]. Une voie de dégradation intracellulaire du LDLR médiée par PCSK9 est donc possible.
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Régulation de I'expression de PCSK9

Différents activateurs et répresseurs de I'expression de PCSK9 ont été identifiés (figure 17).
Le statut nutritionnel : le niveau d’expression de PCSK9 est fortement réduit par le jeline chez la souris
[137], chez le hamster [138] oU I'on observe une augmentation de I'expression protéique du LDLR
hépatique et une baisse de la concentration plasmatique du LDL cholestérol, et chez I'"homme
[139][140]. A I'inverse, en période postprandiale, I'expression de PCSK9 est augmentée en réponse a
I'insuline via le facteur de transcription SREBP1c [141]. De facon contradictoire, un knockdown du
récepteur a l'insuline par un shRNA chez la souris entraine une augmentation de I'expression de
PCSK9, corrélée a une baisse de I'expression hépatique du LDLR et de mTORC1 (mammalian Target Of
Rapamycin 1), qui est une enzyme de la famille des sérine/thréonine kinases. De méme, un traitement
avec la rapamycine qui est l'inhibiteur de mTORC1 induit une augmentation de I'expression de PCSK9,
une diminution de la quantité protéique du LDLR au niveau hépatique et une augmentation du LDL
cholestérol chez des souris sauvages mais pas chez des souris invalidées pour PCSK9. Inversement, des
souris dont 'activité hépatique de mTORC1 est augmentée présentent une diminution de I'expression
de PCSK9 et une augmentation de I'expression protéique du LDLR au foie [142].
Un régime riche en graisse chez la souris induit une élévation de I'expression génique et protéique de
PCSK9 au niveau hépatique [143]. Chez 'lhomme, les taux circulants de PCSK9 sont inchangés suite a
un court régime gras et sont augmentés par un régime riche en fructose [144].
Le glucagon inhibe I'expression hépatique de PCSK9 chez le rat et augmente |'expression protéique du
LDLR [145].

- Le cholestérol : PCSK9 est négativement régulée par le cholestérol. Un régime alimentaire riche en
cholestérol réduit I'expression de PCSK9 chez la souris [146]. A contrario, la baisse de la concentration
intracellulaire en cholestérol va induire I'activation de SREBP2 qui va entrainer une augmentation du
niveau d’expression de PCSK9.

- Le cycle circadien : chez ’'homme, la concentration plasmatique en PCSK9 est plus importante la nuit
que le jour [140].

- Les cestrogenes : I'ethinyloestradiol qui est un dérivé de I'cestradiol, réprime I’expression hépatique de
PCSK9 chez le rat et augmente I'expression protéique du LDLR [145]. Chez la femme, de fortes doses
d’cestrogenes dans le cadre d’une stimulation ovarienne pour infertilité induisent une baisse de la
concentration plasmatique en PCSK9 et en LDL-cholestérol mais ne modifient pas la synthese des
acides biliaires [147].

- Des composés pharmacologiques : I'expression de PCSK9 est augmentée suite a un traitement aux
statines via la voie SREBP2 [148], ce qui a pour effet de freiner I'efficacité du traitement dont les
actions bénéfiques sont de diminuer la synthése endogéne du cholestérol et d’augmenter I'expression
du LDLR. Chez 'homme, I'ézétimibe n’augmente pas les concentrations circulantes de PCSK9 [149].

L’effet des fibrates sur PCSK9 est contradictoire (Cf. § ci-dessous).
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Aussi, la berberine, qui est une molécule hypocholestérolémiante naturelle extraite de plantes ainsi
que I'oncostatine M qui est une cytokine, inhibent I'expression génique et protéique de PCSK9 in vitro
dans des cellules HepG2 de fagon dépendante du temps et de la dose [150][151].

Des récepteurs nucléaires : PCSK9 est régulé par HNFla (Hepatocyte nuclear factor 1) qui est un
facteur de transcription connu pour réguler plusieurs génes cibles dans le foie et l'intestin liés
notamment au métabolisme du cholestérol et des acides biliaires (pour revue [152]). En effet,
I'expression du gene de PCSK9 est fortement induite par I'activation de HNFla chez le hamster [153]
et inversement, elle est réduite suite a un traitement avec un siRNA dirigé contre HNFla dans des
cellules HepG2 [154].

Le facteur de transcription FOXO3 et I'enzyme désacétylase SIRT6 régulent I’homéostasie du
cholestérol via PCSK9. En effet, I'inactivation de SIRT6 dans le foie chez la souris conduit a une
élévation de 45% de la concentration plasmatique en VLDL/LDL cholestérol liée a une augmentation de
I'expression génique de PCSK9. Ainsi, SIRT6 est recruté par le facteur de transcription FOXO3 au niveau
du promoteur du géne codant PCSK9, son activité enzymatique induit une désacétylation de I'histone
H3 conduisant alors a I'inhibition de I'expression du gene. De plus, la surexpression de SIRT6 chez des
souris nourries avec un régime gras réprime |'expression du gene codant PCSK9 et abaisse la
concentration plasmatique en LDL cholestérol par rapport a des souris contréles sous régime riche en
gras [143].

Les agonistes de PPARa répriment I'expression de PCSK9 in vitro [155]. Les fénofibrates, qui sont des
agonistes synthétiques de PPARa, diminuent ainsi de 50% |’expression hépatique de PCSK9 [156]. Ils
vont aussi avoir pour effet de potentialiser I'effet des statines en réprimant I'induction de PCSK9
inhérent au traitement. Cependant, des données contradictoires indiquent que chez des patients
diabétiques, les fénofibrates augmentent les concentrations plasmatiques de PCSK9 [157].

Duan et al. ont montré que |'activation de PPARy par I'administration de pioglitazione et du U0126 in
vitro sur des cellules HepG2 et in vivo chez la souris augmente la synthése hépatique de PCSK9 dans le
foie ainsi que sa la concentration plasmatique. lls mettent en évidence chez ces animaux une baisse de
la concentration plasmatique en LDL cholestérol. Les auteurs montrent au niveau hépatique chez la
souris que I'activation de PPARy induit I'expression protéique du LDLR et de la CYP7A1 qui est I'enzyme
limitante de la synthése des acides biliaires [158].

L’activation de LXR par les oxystérols ou des agonistes synthétiques, entraine une augmentation de
I’expression de PSCK9 via la voie SREBP1c. Ainsi, le T0901317 induit une élévation modérée de PCSK9
[146].

Des acides biliaires : I'acide chénodésoxycholique, un des acides biliaires les plus abondants, réprime
I’expression de PCSK9 sur des lignées d’hépatocytes humains potentiellement via I'activation du
récepteur nucléaire FXR (Farnesoid X Receptor). En effet, le traitement par I'agoniste GW4064 sur le

récepteur aux acides biliaires FXR diminue I’expression de PCSK9 [159].
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Figure 17. Régulation de I'expression de PCSK9
PCSK9 dans I'intestin

Des travaux menés au laboratoire par Cédric Le May sur le réle de PCSK9 dans I'intestin montrent que ’ARNm
de PCSK9 est fortement exprimé tout au long de I'intestin gréle et du colon chez la souris. Grace a des biopsies
intestinales humaines et a des cellules Caco-2, modele entérocytaire colique humain, nous avons montré par
des analyses immunohistochimiques que PCSK9 est exprimée au niveau de I'épithélium intestinal et semblerait
principalement localisée au niveau du péle apical des entérocytes [160]. Ce dernier résultat est different de
celui obtenu par Levy et al. qui, apres quantification de PCSK9 sécrétée dans le milieu apical et basolatéral de
cellules Caco-2, montrent que PCSK9 est principalement libérée a travers la membrane basolatérale [161]. C'est
précisément la zone de la membrane entérocytaire ol est exprimé le LDLR. Levy et al. montrent que PCSK9
sécrétée par les cellules Caco-2 est fonctionnelle et est sécrétée sous sa forme mature clivée de 65 kDa. L’ajout
de PCSK9 recombinante dans le milieu de culture basolatéral des cellules Caco-2 a permis de mettre en
évidence une baisse de I'expression du LDLR a la membrane. Chez la souris, Schmidt et al. montrent dans des
conditions de surexpression adénovirale de la forme humaine de PCSK9 que I'expression du LDLR est fortement
réduite dans le foie (-74%) mais aussi dans les organes extrahépatiques tels que I'iléon (-33%) [162]. PCSK9

induit donc la dégradation du LDLR dans les entérocytes. De fagon intéressante, notre équipe a mis en évidence
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que les souris invalidées pour PCSK9 ont une expression protéique du LDLR augmentée de 300% dans l'intestin
par rapport a des souris contréles [160].

Nous avons pu montrer au laboratoire que les souris déficientes pour PCSK9 ont une triglycéridémie
postprandiale fortement réduite deux heures apres un gavage a I'huile d’olive par rapport aux souris sauvages,
et ceci ne peut pas étre expliqué par un défaut d’absorption ou de motilité intestinale. Suite a la cannulation du
canal lymphatique, le dosage des TG directement sécrétés par l'intestin dans la lymphe ne montre pas de
modification apres gavage entre les souris sauvages et déficientes en PCSK9. Toutefois, il a été mis en évidence
une diminution de la concentration en ApoB dans la lymphe des souris déficientes en PCSK9. In vitro, I'équipe a
montré que la surexpression adénovirale de PCSK9 dans les cellules CaCo-2 augmente la sécrétion de I’ApoB et
gu’inversement, son invalidation par des siRNA la diminue. De fagon intéressante, I'analyse de la taille des
chylomicrons sécrétés dans la lymphe au niveau intestinal indique une augmentation de 10% de leur diamétre
chez les souris PCSK9 knock-out par rapport aux souris sauvages. Les souris déficientes en PCSK9 sécrétent
donc moins de chylomicrons mais de plus grande taille et plus riches en TG. Le radio-marquage de ces
particules montre qu’elles sont plus facilement catabolisées quand elles sont injectées chez des souris
sauvages. De plus, les souris knock-out pour PCSK9 éliminent plus rapidement les chylomicrons issus de souris

sauvages, vraisemblablement di a une expression hépatique accrue du LDLR [160].
PCSK9, une nouvelle cible thérapeutique

L’étude des mutations gain- et perte-de-fonction de PCSK9 indique l'intérét thérapeutique majeur que
constitue l'inhibition de PCSK9 dans la prise en charge des hypercholestérolémies (Cf. § 2.2.2.2.2 point
Mutations de PCSK9). En effet, la réduction de la mortalité associée aux mutations perte-de-fonction de PCSK9
est plus importante que celle observée lors d’essais utilisant des statines, traitement de référence de
I’hypercholestérolémie [163]. Dans ce contexte, I'inhibition de PCSK9 semble extrémement attractive. Deux
classes d’inhibiteurs sont en cours d’évaluation clinique chez I’homme : les anticorps et les oligonucléotides.
PCSK9 peut étre inhibée par des oligonucléotides antisens [164][165][166]. Dans des modeéles animaux, ces
molécules induisent la dégradation de I’ARNm de PCSK9, augmentant fortement la quantité de LDLR hépatique,
corrélée a une baisse du LDL-cholestérol. Cependant, le développement de deux oligonucléotides antisens
visant a réduire PCSK9 chez I'homme a récemment été stoppé pour cause de toxicité (notamment au niveau
rénal [167]). Les ARN interférents (siRNA) sont actuellement toujours en cours de développement clinique.

Les anticorps monoclonaux humains dirigés contre PCSK9 semblent étre la solution thérapeutique la plus
prometteuse au vu des résultats des essais cliniques de phase | et Il. Les anticorps monoclonaux ciblent la
PCSK9 circulante afin d’empécher son interaction avec le LDLR. Plusieurs études de phase Il menées chez des
patients hypercholestérolémiques, HF ou non, injectés avec I'anticorps anti-PCSK9 en monothérapie ou en
association avec des statines, montrent une forte réduction de la quantité plasmatique du LDL cholestérol
(comprise entre 50 et 70%) ainsi qu’une baisse inexpliquée de la lipoprotéine (a) (Lp(a))
[168][169][170][171][172]. Les résultats obtenus permettent aux patients d’atteindre leur objectif
thérapeutique et ne mettent pas en avant de problemes de tolérance ou d’événements indésirables graves.

Des essais cliniques de phase lll, incluant plus de patients sur des périodes de traitement plus longues sont
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actuellement en cours. L'objectif de ces études est de montrer que I'inhibition de PCSK9 via l'utilisation

d’anticorps monoclonaux chez I’"homme réduit ou retarde la survenue d'événements cardio-vasculaires. Ceci

est d’autant plus intéressant dans un contexte ou il a récemment été rapporté chez la souris un lien direct

entre I'étendue des |ésions athérosclérotiques et I'expression de PCSK9 [173].

2.2.3

Captation du cholestérol non dépendante du LDLR

Durant le remodelage des lipoprotéines a ApoB100 dans le compartiment plasmatique, les VLDL, IDL et LDL

vont pouvoir étre captées par les tissus via des récepteurs spécifiques, en plus du LDLR. Ainsi, les VLDL et les

IDL, qui possedent de I’ApoE, peuvent étre captées par différents membres de la famille du récepteur au LDL :

Le LRP1 (Low density lipoprotein receptor-Related Protein 1). Ce transporteur ubiquitaire est présent
dans l'intestin et est fortement exprimé dans le foie et le cerveau [174]. Par sa capacité de liaison a
I'ApoE [175], le LRP1 participe a I'endocytose des lipoprotéines riches en ApoE (chylomicrons, VLDL)
[176][177]. De fagon intéressante, Moon et al. montrent qu’un traitement avec des statines chez le rat
induit une augmentation de I’expression hépatique du LDLR mais aussi du LRP1 via SREBP2 [178].

Le récepteur des VLDL (VLDLR). Le VLDLR a une structure fortement similaire a celle du LDLR.
Cependant, contrairement au LDLR, le VLDLR est peu exprimé au niveau du foie [179]. Il est néanmoins
largement exprimé dans le tissu adipeux, les muscles squelettiques, le cceur et il est présent au sein de
I'intestin gréle [180]. En effet, il est surtout impliqué dans le captage des lipoprotéines par les organes
périphériques via la reconnaissance de I’ApoE. Le VLDLR module principalement le métabolisme extra-
hépatique des lipoprotéines riches en TG. Il joue donc un réle important dans le captage des
chylomicrons et des VLDL en phase postprandiale. En effet, des souris déficientes en VLDLR présentent
des concentrations plasmatiques en TG fortement élevées, en corrélation avec une réduction de 60%
du captage des chylomicrons par rapport a des souris sauvages [181]. Son expression est directement
régulée par le facteur de transcription PPARy mais également par le jeline (pour revue [182]).

Le récepteur a I’ApoE (ApoER2). L’ApoER2 ou LRP8 partage 50% d’homologie avec le VLDLR et est donc
structurellement plus proche du VLDLR que du LDLR. Ce transporteur permet I'endocytose des
lipoprotéines par reconnaissance de I’ApoE [182].

La Megaline (LRP2). Ce récepteur permet I'endocytose des particules de LDL grace a la reconnaissance
de I'ApoB100 [183]. Il peut également lier I’ApoE. Ce transporteur est fortement exprimé dans les
reins et les poumons (pour revue [86]). Des variations génétiques du LRP2 ont été associées avec une
élévation des concentrations plasmatiques en cholestérol total et en LDL-cholestérol chez des patients
dyslipidémiques [184].

LRP6 (Low density lipoprotein receptor-Related Protein 1). Le LRP6 est un récepteur membranaire
nécessaire au captage des LDL. Ainsi, une mutation perte-de-fonction sur ce gene entraine une
réduction de I'expression du transporteur a la membrane et du captage des LDL (pour revue [86]).
Chez I'homme, des mutations perte-de-fonction de ce géne se caractérisent par une forme rare d’HF

autosomique récessive.
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De méme, le cholestérol issu des particules a ApoB100 peut étre capté par d’autres récepteurs, non liés a la
famille du LDLR :

- La Sortiline, initialement identifiée dans les GWAS par sa corrélation négative avec le LDL-cholestérol
[185], est un récepteur localisé principalement dans les endosomes précoces et dans le réseau trans-
Golgien. Exprimée de fagon ubiquitaire, elle lie de nombreux ligands pour leur trafic vers les lysosomes
ou vers le réseau trans-Golgien [186][187]. La Sortiline est également exprimée a la membrane des
cellules au niveau des puits recouverts de clathrine et constitue ainsi un point d'ancrage pour
I'internalisation de différentes molécules. Musunuru et al. ont montré que l'augmentation de
I'expression hépatique de la Sortiline chez la souris réduit la quantité plasmatique de LDL-cholestérol
[188]. Récemment, la méme équipe dirigée par J. Rader, a montré que la Sortiline régule au niveau
hépatique la sécrétion d’ApoB et le catabolisme des LDL [189]. En effet, la surexpression de la Sortiline
1 chez la souris conduit a une diminution de la sécrétion de I'’ApoB et une augmentation du
catabolisme des LDL qui est corrélée a une réduction de la quantité circulante de LDL-cholestérol.

- SRB1 est un récepteur membranaire scavenger qui peut lier les particules de VLDL, IDL et LDL [190],
bien que son réle principal soit |la captation des HDL au niveau du foie dans la voie du RCT.

- CD36 est une protéine qui fait partie de la famille des scavengers receptors et qui est exprimée dans
de nombreuses cellules, notamment en quantité importante dans l'intestin [191]. Une étude montre
dans des cellules COS-7 transfectées avec la forme humaine de CD36, que ce transporteur se lie a
plusieurs lipoprotéines dont les LDL et VLDL, induisant une augmentation de la captation du

cholestérol [192].
2.2.4  Régulation de la voie endogéne d’apport

LXR et SREBP2 agissent de maniere coordonnée pour maintenir I'homéostasie cellulaire et systémique du
cholestérol. SREBP2 est activé en réponse a un faible niveau de cholestérol intracellulaire, alors que LXR est
activé par un niveau élevé de cholestérol. Une des cibles majeures de la voie SREBP2 est le LDLR. Le captage
des LDL bien que plus important dans le foie, se fait dans la plupart des cellules, y compris les macrophages.
SREBP2 régule positivement la voie du LDLR tandis que LXR la régule négativement. En effet, LXR induit la
transcription d’IDOL qui va induire une baisse de la captation des LDL par dégradation du LDLR. Le récepteur
nucléaire LXR induit également I'expression d'un cluster de genes codant pour des protéines de transport du
cholestérol (ApoE, ApoC) [193] et de modulation de la composition des lipoprotéines (CETP, PhospholLipids
Transfert Protein PLTP, LPL) dans le compartiment vasculaire [194][195, p. 20][196].

Une étude trés récemment publiée remet cependant en cause I'hypothése selon laquelle la quantité de
cholestérol qui entre dans la cellule via les LDL, s’intégre rapidement au pool de cholestérol intracellulaire et
module I'homéostasie du cholestérol en inhibant la voie SREBP2 ; entrainant alors une réduction de la synthese
endogéne du cholestérol et une baisse de la synthése du LDLR. De fagon intéressante, les auteurs de I'article
reléevent que ce mécanisme a été validé via des études sur des fibroblastes en culture [197] mais pas dans des
hépatocytes. Ainsi, Sniderman et al. montrent sur des hépatocytes primaires issu de hamsters que la synthese

endogeéne du cholestérol n’est pas significativement réduite suite au captage de particules de type LDL mais
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que l'esterification du cholestérol et I'expression de I’ACAT2 sont fortement augmentées par comparaison au
LPDS (lipoprotein-deficient serum). A contrario, la syntheése du cholestérol est réduite avec des particules de
type CM, remnants de CM, VLDL et HDL. De plus, il semblerait que le cholestérol ayant pour origine les LDL soit
plus fortement sécrété par les VLDL que le cholestérol issu d’autres lipoprotéines. Finalement, Sniderman et al.
suggerent que le cholestérol qui est capté par les hépatocytes via les LDL est en grande partie shunté par la
cellule et directement re-sécrété dans les VLDL sans affecter le mécanisme de régulation intracellulaire de
I'noméostasie du cholestérol, suggérant I'existence d’un cycle futile [198].

Le facteur de transcription HNF4 (Hepatocyte nuclear factor 4) semble également contribuer a la régulation du
métabolisme du cholestérol. Des souris déficientes en HNF4 spécifiguement dans le foie présentent un
métabolisme du cholestérol altéré [199]. On observe notamment chez ces animaux une baisse de I'expression
de genes codant pour des protéines impliquées dans la synthése et le transport des VLDL tels que I’ApoB et la
MTP. La délétion spécifique d’HNF4 au niveau hépatique induit aussi une baisse de la cholestérolémie corrélée
a une baisse de la quantité plasmatique de HDL cholestérol et de I'expression de SRB1.

Le récepteur nucléaire FXR est un récepteur aux acides biliaires [200]. Lorsqu’il est activé, il stimule I'expression

du LDLR et du VLDLR et inhibe celle de PCSK9 [201].
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La voie du RCT (figure 18) est cliniquement trés importante car elle est antiathérogéne contrairement a la voie
endogéne d’apport qui, en cas d’exces de cholestérol, est proathérogene [202]. Le RCT permet de prévenir

I"'accumulation du cholestérol dans les macrophages, réduisant alors le risque d’athérosclérose (pour revue

[203]).

Classiquement, on divise le RCT en 4 étapes distinctes :

- I'efflux du cholestérol en excés présent dans les tissus périphériques vers I’ApoAl libre ou les préHDL

La voie classique du transport inverse du cholestérol (RCT)

(particule discoidale correspondant a de I’ApoALl faiblement lipidée)

- la maturation et le remodelage vasculaire conduisant a la formation des HDL matures

- la captation des HDL par le foie

- I"élimination du cholestérol dans la bile soit sous forme libre, soit apres conversion en acides biliaires
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Figure 18. Représentation schématique de la voie classique du transport inverse du cholestérol (RCT)

2.3.1 Importance du RCT

Plusieurs grandes études populationnelles telles que la Framingham study ou I’AMORIS study ont montré une
corrélation inverse entre la quantité plasmatique de HDL cholestérol / d’ApoAl et le risque de maladie
cardiovasculaire athéroscléreuse [204][205]. Les données ne sont cependant pas si simples et certaines méta-

analyses ne retrouvent pas d’association forte entre des mutations affectant les HDL et le risque CV [21]. En



effet, dans les populations étudiées, certains patients présentent une quantité importante de HDL-cholestérol
qui n’est pas pour autant reliée a une absence de maladies cardiovasculaires. Communément, I'effet
cardioprotecteur des HDL est conféré a leur capacité d’efflux du cholestérol a partir des tissus périphériques et
des macrophages, notamment présent au sein des plaques athéromateuses, vers le foie [206]. L’athérosclérose
se caractérise par une accumulation de LDL riches en cholestérol au niveau des sites de prédisposition a la
formation des plaques [207][208]. La modification de la structure, par oxydation des LDL retenues au niveau de
la matrice extracellulaire conduit a linternalisation des monocytes / macrophages du sang au sein de
I’endothélium vasculaire. Ces cellules se transforment en cellules spumeuses suite au captage puis a
I"accumulation intracellulaire des LDL oxydées [209]. Les HDL, par leur capacité d’efflux du cholestérol issu des
macrophages sont donc des acteurs majeurs pour prévenir la progression mais aussi faire régresser les Iésions
athéromateuses. Dans ces conditions, le principal enjeu du RCT et de sa modulation pharmacologique est

d’éliminer le cholestérol présent en excés dans I'organisme.
2.3.2  Acteurs du RCT
2321 LesHDL

On distingue deux catégories de HDL : les préBHDL et les aHDL. L’ApoAl est leur principale apolipoprotéine et
est essentielle pour leur biogénese. Les préBHDL ou HDL naissantes sont principalement composées d’ApoAl et
de quelques PL. lls sont les accepteurs initiaux du cholestérol efflué par les cellules [210]. Leur forme est
discoidale, principalement a cause de I'absence de lipides neutres au coeur de la particule. Les HDL naissantes
ne représentent qu’un faible pourcentage de la quantité des HDL totales, environ 5%. Les préBHDL peuvent
avoir 3 origines :
- Lasynthése directe par les cellules du foie ou de I'intestin
- Le recyclage des apolipoprotéines Al issues de particules HDL ayant subies un remodelage au cours de
leur transit intravasculaire. Dans le plasma, deux particules aHDL peuvent fusionner conduisant a la
formation simultanée d’une particule aHDL de grande taille et d’une particule préBHDL [211]. Les
particules aHDL de grande taille sont intéressantes au niveau de la protection CV car elles permettent
de ramener de plus grandes quantités d’esters de cholestérol au foie [211].
- L’hydrolyse des chylomicrons par la LPL entrainant une diminution de la taille de la lipoprotéine et

donc une libération d’ApoAl.
2.3.2.2  Efflux du cholestérol macrophagique et transporteurs impliqués

Le cholestérol en exces dans les cellules des tissus périphériques est transféré vers les préBHDL. Il peut étre
transporté vers les HDL seulement sous la forme de cholestérol libre, pas sous la forme de cholestérol estérifié.
Le cholestérol libre peut alors quitter la cellule par différentes voies qui peuvent étre soit indépendante de la
présence d’un transporteur (mécanisme passif) soit dépendante de la présence de transporteurs du cholestérol
(mécanisme actif).

Le mécanisme actif d’efflux du cholestérol des tissus périphériques est dépendant de la présence des

récepteurs ABCA1, ABCG1 et SRB1.
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Les transporteurs ABC sont des régulateurs clés de I'efflux cellulaire du cholestérol, non seulement pour les
macrophages mais pour tous les types cellulaires. Le transporteur ABCA1 permet de mobiliser le cholestérol
libre et les PL vers la membrane plasmatique et de favoriser leur captation au sein des préBHDL. Une
modification de ce gene, qui est exprimé de fagon ubiquitaire, peut entrainer un déficit sévére en HDL. C'est le
cas pour les patients atteints de la maladie de Tangier [212] ou d’autres formes d’hypoalphalipoprotéinemie
[213]. Cette protéine limitante a donc un réle clé dans le maintien du niveau plasmatique des HDL [214]. Des
études faites sur des organes spécifiquement déficients pour ABCA1 ont montré que I'expression hépatique et
intestinale d’ABCA1 sont des déterminants majeurs du taux de HDL chez la souris [91]. Une déficience
spécifique d'ABCA1 dans les macrophages diminue fortement le flux de cholestérol radiomarqué, des
macrophages vers le sérum et les féeces [215][216]. Néanmoins, l'inactivation d’ABCA1 au niveau des
macrophages n’a que peu d’impact sur la quantité plasmatique des HDL, suggérant qu’ABCA1 au niveau des
macrophages ne contribue pas directement a la formation des HDL [217]. De fagon générale, il est admis que
I’ApoAl est lipidée par ABCA1 pour générer des particules de HDL naissantes qui agissent alors ensuite comme
des accepteurs du cholestérol, transporté depuis les cellules par ABCG1 [218].

Le transporteur ABCG1 est exprimé de fagon ubiquitaire et notamment fortement au niveau des macrophages
[219]. Le RCT a partir de macrophages est plus élevé chez des souris sauvage injectées avec des macrophages
surexprimant ABCG1 et est fortement diminué lors de I'utilisation de macrophages qui n’expriment pas ABCG1
[215]. Contrairement a ABCA1, ABCG1 ne contribuerait pas a I'efflux du cholestérol et des PL vers les préHDL
mais vers des particules HDL plus matures de type aHDL. Kennedy et al. montrent in vitro a partir de
macrophages péritonéaux que I'efflux du cholestérol radiomarqué est plus de 10 fois plus faible vers de I’ ApoAl
libre que vers les HDL et que I'efflux du cholestérol radiomarqué a partir de macrophages péritonéaux invalidés
pour ABCG1 vers les HDL est diminué [220]. Toujours au niveau macrophagique, ABCA1 et ABCG1 semblent
fonctionner de concert dans le processus de RCT. En effet, le double knock-down d’ABCA1 et ABCG1 dans les
macrophages réduit le RCT macrophagique bien plus drastiquement que le knock-down seul d’ABCA1 ou
d’ABCG1 [221].

En plus d'ABCA1 et d’ABCG1, le cholestérol peut étre efflué des macrophages vers les HDL via une voie
dépendante de SRB1 [222]. Le récepteur SRB1 permet la liaison directe d’accepteurs lipoprotéiques a la
membrane cellulaire [223] et est exprimé dans les macrophages. Ainsi, des macrophages surexprimant SRB1
ont un efflux du cholestérol vers les HDL augmenté par rapport a des cellules macrophagiques controles [224].
Cependant, I'importance de SRB1 dans I‘efflux du cholestérol est a nuancer. Des souris injectées avec des
macrophages dépourvus en SRB1 ont un niveau de cholestérol dans le sérum et dans les féces similaire a des
souris injectées avec des macrophages contréles [215]. De plus, la double délétion d’ABCA1 et de SRB1 dans les
macrophages ne modifie pas plus le RCT issu des macrophages que I'unique suppression d’ABCA1 [225]. Dans
ce contexte, I'implication de SRB1 dans le RCT et I'efflux du cholestérol, notamment depuis les macrophages
est toujours discuté.

L’ApoE semble étre le quatrieme acteur impactant le RCT. En effet, in vitro, des macrophages issus de souris

déficientes pour I'ApoE ont un efflux de cholestérol vers les HDL ou I’ApoAl libre diminué [226]. In vivo, des
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souris sauvages injectées avec des macrophages n’exprimant pas I’ApoE présentent un RCT macrophagique
diminué [227].

Enfin, I'efflux macrophagique du cholestérol pourrait faire intervenir le complexe FoF; ATPase/P2Y,,. Ce
complexe a été décrit en 2012 comme pouvant intervenir dans le passage de I’ApoAl et des HDL a travers des
cellules endothéliales aortiques [228]. L'équipe de van Eckardstein avait précédemment mis en évidence que
ABCA1 modulait le transport transendothélial de I’ApoAl [229] et que ABCG1 ainsi que SRB1 facilitaient le
transport des HDL [230], qui sont les lipoprotéines les plus abondantes dans I'espace extravasculaire [231]. Les
auteurs montrent ici que l'inhibition par un siRNA ou un peptide inhibiteur dirigé contre la FoF; ATPase réduit
aussi bien le transport transendothélial de I’ApoAl que celui des HDL. Le mécanisme d’action serait le suivant :
suite a la reconnaissance de I’ApoAl libre dans le plasma, la FoF; ATPase membranaire hydrolyse ’ATP en ADP.
L’ADP va alors se lier a la protéine P2Y,, permettant alors son activation qui va stimuler I'internalisation et le
transport transendothélial des préBHDL et des HDL matures via I'activation de protéines G. L'internalisation des
particules pourrait se faire via la liaison a SRB1, ABCG1 ou possiblement a d’autres transporteurs. Au niveau du
foie, la FoF; ATPase a également été caractérisée comme un récepteur a I’ApoAl, déclenchant I’endocytose des

HDL [232].
2.3.2.3  Importance fonctionnelle du systeme lymphatique dans le RCT

Le systeme vasculaire lymphatique est indispensable pour le transport et I'absorption des lipoprotéines de
grandes tailles riches en TG. Il assure un réle de drainage des macromolécules de |'espace interstitiel vers la
circulation sanguine, ainsi les lipoprotéines présentes dans I'espace interstitiel vont rejoindre le plasma via les
vaisseaux lymphatiques plutét que via les capillaires sanguins [233]. La lymphe est riche en cholestérol et
notamment en HDL [231][234]. Selon les études, on retrouve +30% de HDL cholestérol en plus dans la lymphe
par rapport au sang [231][235]. Des études expérimentales chez I'animal et cliniques chez I’homme ont établi
un lien entre la fonction lymphatique, le transport et métabolisme du cholestérol [236]. Deux études tres
intéressantes, publiées cette année par Lim et al. dans Cell Metabolism et Martel et al. dans JCI, ont rapporté
un role majeur de la circulation lymphatique dans I'efflux du HDL-cholestérol par le RCT [237][235]. Lim et al.
ont utilisé un modeéle de souris hypercholestérolémiques, les souris déficientes en ApoE, qui ont la particularité
d’avoir une fonction lymphatique anormale entrainant une accumulation du cholestérol au niveau des tissus
périphériques [238]. Chez ces souris, I'injection de macrophages chargés en cholestérol fluo-marqué dans la
patte a permis de mettre en évidence, par une méthode adaptée de mesure du RCT in vivo, une baisse tres
nette du transport du cholestérol vers le plasma et vers le foie. Ces résultats, montrant une baisse drastique du
RCT ont été retrouvés chez les souris transgéniques ApoA1l qui présentent un niveau élevé de HDL et les souris
mutantes pour un alléle du récepteur a 'hormone de croissance vasculaire endothéliale (VEGFR3) qui
présentent une absence de vasculature lymphatique spécifiquement au niveau la peau. Martel et al. montrent
gu’une interruption chirurgicale du drainage lymphatique diminue fortement I'entrée des HDL marquées dans
le sang. Lim et al. ont mis en évidence que ce phénomene faisait appel a un transport principalement actif des
HDL a travers les cellules vasculaires endothéliales (LECs). SRB1, qui permet le captage sélectif du HDL

cholestérol dans les hépatocytes, permet également le transport des HDL dans d’autres types cellulaires
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comme les LECs. Suite a l'utilisation de différents inhibiteurs de SRB1 (siRNA, anticorps, inhibiteur chimique
spécifique BL-T1), les auteurs ont mis en évidence qu’aprés I'injection de macrophages chargés en cholestérol
fluo-marqué dans la patte, I'apparition du cholestérol marqué dans la lymphe puis le plasma était réduite. Ces
résultats suggerent que les vaisseaux lymphatiques ne sont pas uniquement des conduits fenétrés poreux a
pénétration passive, mais qu’ils fonctionnent aussi comme des médiateurs du transport des HDL de I'espace
interstitiel vers la lymphe, régulant activement le RCT. Martel et al., ont été plus loin en s’intéressant au lien
entre la circulation lymphatique, le RCT et I'athérosclérose grace a I'utilisation d’'une méthode originale de
transplantation de crosse aortique athérosclérotique sur des souris déficientes en ApoE puis traitées avec un
anticorps anti-VEGFR3 permettant d’empécher le rétablissement de la vasculature lymphatique. Aprés
I'injection d’un vecteur adénoviral encodant I’ApoE qui permet de rétablir le profil lipoprotéique plasmatique
chez ces souris, les auteurs ont ainsi pu montrer que le non rétablissement de la circulation lymphatique altere
le RCT et provoque I'accumulation du cholestérol dans la crosse aortique transplantée. Malgré ce résultat
important, les mécanismes du drainage lymphatique du cholestérol au sein des plaques d’athéromes ne sont
pas rapportés au cours de I’évolution de la plaque.

En définitive, ces études indiquent clairement le role central des vaisseaux lymphatiques dans le retour du
cholestérol issu des macrophages et des HDL de I'espace interstitiel vers la circulation, mettant en évidence
leur importante contribution au RCT (figure 19). Ces travaux ouvrent un large champ de perspectives de
recherche, entre autre pour évaluer I'importance quantitative de la part lymphatique du RCT notamment dans

la lutte contre I'athérosclérose.
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Figure 19. Réle des vaisseaux lymphatiques dans le captage et le transport des HDL du liquide interstitiel
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2.3.2.4  Protéines du compartiment vasculaire

Un déterminant de I’élimination du cholestérol des tissus périphériques et des macrophages est la quantité
d’accepteurs susceptibles de le recevoir, principalement I’ApoAl et les HDL qui sont présents dans la circulation
générale. L’ApoAl est une protéine non glycosylée de 28 kDa synthétisée dans le foie et I'intestin. Elle va subir
différentes étapes de maturation au niveau intracellulaire et plasmatique avant de pouvoir étre fonctionnelle.
Elle est la principale apolipoprotéine des HDL et est indispensable a leur synthése. Ainsi, des souris déficientes
en ApoAl ont des quantités plasmatiques de HDL-cholestérol fortement réduites [239]. L'ApoAl est un acteur
moléculaire important du RCT. La surexpression de la forme humaine de I’ApoAl chez la souris conduit a une
augmentation de I'efflux du cholestérol des macrophages vers les féces via la voie du RCT [240]. De fagon
intéressante, le RCT est augmenté chez des souris traitées avec des agents pharmacologiques mimant I’ApoAl
tels que les peptides 5A et 4F [241][242].

Les HDL plasmatiques vont subir un remodelage dans le compartiment vasculaire via I'action de 5 enzymes
principales : la lipase hépatique (HL), la lipase endothéliale (EL), la LCAT (Lecithin-Cholesterol Acyltransferase),

la Phospholipid transfert protein (PLTP) et la Cholesterol ester transfert protein (CETP).
2.3.24.1 LaHLet I'EL

Les lipases hépatique et endothéliale sont deux enzymes glycoprotéiques, respectivement de 65 et 68 kDa, qui
régulent négativement le métabolisme des HDL [243]. Ces enzymes sont capables d’hydrolyser des substrats
hydrophobes comme les TG et les PL en se liant a tout type de lipoprotéines pour la HL et principalement aux
HDL pour la EL [244]. La HL est sécrétée par le foie puis se lie a la surface des cellules endothéliales. La EL est
quant a elle exprimée par les cellules endothéliales mais aussi par les hépatocytes et les macrophages [245].
Les souris déficientes en HL ou EL ou double knock-out HL / EL ont des niveaux de HDL cholestérol plus élevés
que des souris contréles mais présentent une diminution du captage du HDL cholestérol au niveau foie [243].
Chez ces animaux, le transport du cholestérol des macrophages vers les féces reste inchangé [246]. In vitro, la
HL permet d’augmenter le captage du CE des HDL via SRB1 [247]. Linactivation de la EL induit une
augmentation de la quantité plasmatique de HDL cholestérol d(i a une baisse de |'épuration des HDL par le foie
[248]. Ainsi, aussi bien pour la HL que la EL, il semble que la captation du HDL cholestérol plutét que la quantité

de HDL cholestérol plasmatique soit limitante pour le RCT.
2.3.2.4.2 LalCAT

La LCAT est une glycoprotéine enzymatique de 63 kDa principalement synthétisée par le foie et qui permet
I'estérification du cholestérol libre [203]. L’ApoAl active la LCAT [249]. Son association avec les HDL circulantes,
via son cofacteur I’ApoAl, est réversible. La LCAT agit par estérification du cholestérol libre qui se trouve a la
surface de la lipoprotéine a partir du transfert d’'un acide gras depuis la phosphatidylcholine ou la lécithine
[250]. Le CE néo-synthétisé migre alors vers le coeur hydrophobe, au centre de la particule [250]. Cette
internalisation du CE entraine un changement d’aspect de la particule qui passe d’une conformation discoidale
a une forme aHDL, plus grande et sphérique. Ainsi, du fait de sa transformation et de la diminution du nombre

de molécules amphiphiles au profit de molécules hydrophobes, I'action de la LCAT favorise le transfert du CL
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des tissus périphériques vers la particule. Des souris déficientes pour la LCAT présentent de trés faibles
qguantités de HDL plasmatiques bien que le RCT issu des macrophages n'est diminué que de 50% par rapport
aux souris contréles [251]. Outre son effet sur le HDL cholestérol, la surexpression de la LCAT chez le lapin
entraine une réduction du LDL-cholestérol [252]. Etonnamment, Alexander et al. montrent qu’il ne semblerait
pas y avoir de corrélation entre la quantité de cholestérol estérifié par la LCAT et la quantité de cholestérol issu
des macrophages retrouvée dans les féces [253]. La LCAT semble donc importante pour maintenir le gradient
de concentration entre la membrane cellulaire et la particule de HDL via I'estérification du cholestérol

cependant, les données sur son importance dans le RCT macrophagique restent contradictoires.
23.243 La PLTP

La protéine de transfert des phospholipides est une autre enzyme importante du remodelage des HDL. Cette
protéine de 81 kDa est présente dans le plasma aussi bien sous forme active qu’inactive. La forme active est
associée aux lipoprotéines a ApoAl tandis que la forme inactive est associée aux lipoprotéines contenant de
I'ApoE [254]. La PLTP est exprimée de fagon ubiquitaire et de maniere importante dans le foie et I'intestin
compte tenu de la taille de ces organes [255]. Il a également été démontré que la PLTP est fortement exprimée
dans les macrophages [255]. Cette enzyme permet des échanges de PL des lipoprotéines riches en TG (CM,
VLDL, IDL) vers les HDL [256]. L’activité de la PLTP résulte en la formation de HDL de grandes tailles conduisant
a la libération d’ApoAl faiblement lipidée [257][258]. Les souris surexprimant la forme humaine de la PLTP
présentent des quantités de HDL plus faibles, une augmentation de leur capacité a générer des préBHDL et une
augmentation de la susceptibilité a I'athérosclérose [259]. De plus, ces souris ont une diminution de la
mobilisation du cholestérol radiomarqué a partir des macrophages vers le plasma et les feces, ce qui suggere
que l'activité de PLTP altere le RCT [259]. Il a également été mis en évidence que la surexpression
macrophagique de la PLTP n’affecte pas le RCT chez des souris sauvages [259]. In vitro, I'inhibition de I’activité
de la PLTP sur des hépatocytes primaires réduit la sécrétion d’ApoB [260]. Les effets de la PLTP semblent donc

dépendre de son site d’expression.
23244 La CETP
Remodelage vasculaire de la distribution du cholestérol et RCT

La CETP est une enzyme de 74 kDa majoritairement sécrétée par le foie et le tissu adipeux et qui est
transportée dans le plasma principalement liée aux HDL [255][261]. Dans le compartiment plasmatique, la CETP
permet de catalyser I'échange du CE issu des aHDL contre des TG des lipoprotéines a ApoB. Cette action de la
CETP permet de shunter le transport reverse du cholestérol puisque que le CE des HDL est alors remis en
circulation dans les lipoprotéines de la voie endogéne [211]. Les données disponibles sur I'action de la CETP
dans le RCT sont contradictoires. En effet, aussi bien une élévation qu’une inhibition de Il'activité de la CETP
peut étre favorable au RCT [262]. En facilitant le transfert du CE des HDL aux lipoprotéines a ApoB, la CETP
favorise la captation hépatique du cholestérol via le récepteur aux LDL, ce qui pourrait alors représenter une
voie alternative dans la voie RCT. L'expression de la CETP par un vecteur adénoviral chez la souris, espéce qui

n’exprime pas la CETP de fagon constitutive, conduit a un transfert plus important du cholestérol radiomarqué
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issu de macrophages vers les feces [259]. Cet effet favorable de la CETP sur le RCT nécessite la présence du
récepteur aux LDL [263]. Dans le méme temps, I'activité de la CETP induit une baisse de la quantité des HDL,
antiathérogenes, concomitante a une augmentation de la quantité de particules proathérogénes. Chez le
hamster, qui exprime la CETP de fagon constitutive, un traitement avec le Torcetrapib ou le Dalcetrapib qui
sont des inhibiteurs de la CETP, favorise le transfert du cholestérol issu des macrophages vers les féces
[264][265][266]. Avec I’Anacetrapib, un autre inhibiteur spécifique de la CETP, cet effet n’a été observé qu’en
conditions dyslipidémiques [266][265]. Chez des souris transgéniques exprimant les formes humaines de la
CETP et de I'ApoB100 sous régime gras, le traitement au Torcetrapib augmente le HDL cholestérol plasmatique
et stimule le RCT [267]. Ainsi, I'inhibition de la CETP éleve le niveau plasmatique de HDL, ce qui devrait
théoriquement diminuer le risque de maladies cardiovasculaires, entre autre en stimulant RCT. Cependant, le
role de la CETP dans RCT reste complexe, il est donc important d’éclaircir ses mécanismes d’action, en
particulier au vu de l'intérét croissant qui est porté a l'utilisation clinique des inhibiteurs de la CETP qui est

présentée comme une nouvelle cible thérapeutique.
Point sur les inhibiteurs de la CETP

Différentes études, notamment la Framingham Heart Study, ont mis en évidence que la quantité plasmatique
de HDL cholestérol est inversement corrélée aux risques CV [20][268]. De plus, chez ’'homme une déficience en
CETP induit une augmentation importante du niveau de HDL cholestérol ainsi qu’'une augmentation modérée
de la quantité plasmatique de I’ApoAl [269]. Ainsi, a partir de ces données et des résultats précliniques
obtenus sur les modeéles animaux abordés ci-dessus, différentes équipes de recherche se sont focalisées sur le
niveau circulant des HDL comme cible thérapeutique potentielle dans le traitement des dyslipidémies et de
I'athérosclérose. Avec pour objectif de réduire I'activité de la CETP, quatre molécules inhibitrices ont atteint le
stade de développement clinique chezl’homme : le Torcetrapib, le Dalcetrapib et I’Anacetrapib et
I’Evacetrapib.

Le Torcetrapib qui se fixe de fagon non réversible a I'enzyme a montré son efficacité chez le lapin par inhibition
du développement de I'athérosclérose [270]. Cependant chez I'homme, I"étude clinique de phase llI
ILLUMINATE (Investigation of Lipid Level Management to Understand its Impact IN ATherosclerosis Events) a
montré une augmentation de la mortalité toutes causes confondues dans le groupe traité par I'inhibiteur par
rapport au groupe placebo, malgré une baisse du LDL-cholestérol de 25% et une augmentation de 72% de la
quantité de HDL-cholestérol [271]. Cette augmentation de la mortalité est associée a des effets secondaires
ayant un impact direct sur la survenue d’événements CV: le Torcetrapib induit une augmentation de
I'aldostérone plasmatique conduisant a une élévation de la tension artérielle systolique. Des études
complémentaires ont permis d’établir que le traitement au Torcetrapib induisait une augmentation de la
synthese d’aldostérone via une voie indépendante de I'inhibition de la CETP [272][273].

Le Dalcetrapib est une molécule qui a été développée suite a I’échec du Torcetrapib. Cet inhibiteur se lie a la
CETP de facon irréversible néanmoins avec une liaison moins forte. Le Dalcetrapib a une activité spécifique
ciblée et n’induit pas de problemes de tension artérielle systolique ni d’augmentation de la synthese

d’aldostérone chez les patients [274]. Malgré une amélioration du profil lipidique chez I’homme en phase Il via
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une augmentation de 40% des HDL et une non modification du niveau de LDL [275], le développement du
Dalcetrapib a été stoppé en phase Il pour cause de futilité en terme de protection CV [276].

L’Anacetrapib, qui se lie de fagon réversible a la CETP, est en cours de développement clinique. En 2007, une
étude de phase | a mis en évidence chez des patients dyslipidémiques un effet marqué de I’Anacetrapib 300 mg
aprés 10 jours de traitement [277]. Les HDL sont fortement augmentés (+129%) et les LDL diminués (-38%) sans
modification de la pression artérielle. Des résultats similaires ont été obtenus pour des patients sous statines
puis traités ou non avec I’Anacetrapib [278]. L'étude de phase Il évaluant I'efficacité et la tolérance de
I’'administration d’Anacetrapib, avec pour critére principal le pourcentage de variation du LDL cholestérol
confirme ces résultats encourageants sur le HDL et LDL cholestérol. Actuellement, une étude de phase lll est en
cours (REVEAL) sur 30 000 patients ayant un historique CV et avec pour critere principal d’évaluation la
survenue d’événements coronaires majeurs (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01252953).

L’Evacetrapib est le quatrieme inhibiteur de la CETP a étre évalué en phase Ill de développement clinique. En
phase I, I'Evacetrapib en monothérapie ou en association aux statines augmente drastiquement le HDL
cholestérol (+80%) et diminue le LDL cholestérol de 10 a 15% [279]. Il est maintenant testé dans une étude de
phase Ill, Assessment of Clinical Effects of Cholesteryl Ester Transfer Protein Inhibition With Evacetrapib in
Patient at a High-Risk for Vascular Outcomes (ACCELERATE) (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01687998). Le

critere principal d’évaluation est un critere composite de morbi-mortalité CV.
2.3.2.5  Captage du cholestérol par le foie : importance dans le RCT

Suite a I'efflux du cholestérol des macrophages (Cf. § 2.3.2.2), le cholestérol des HDL est capté par le foie. Au
niveau hépatique, les HDL peuvent se lier aux récepteurs SRB1 par l'intermédiaire d’interactions de type
protéine-protéine. Ce récepteur clé, appelé CLA-1 chez 'homme, est exprimé de facon ubiquitaire, on le
retrouve ainsi au niveau des hépatocytes, des entérocytes, des cellules endothéliales, des macrophages et des
adipocytes [280][281]. SRB1, en plus de sa capacité de fixation des HDL, est capable de lier avec une moins
forte affinité une large variété de substrats dont les LDL, les LDL oxydées et les VLDL [190]. Il permet aux
hépatocytes de capter de maniere sélective le CE des HDL, sans recourir a I'endocytose de la lipoprotéine [46],
a la différence du LDLR. Les HDL s’appauvrissent en cholestérol, reformant ainsi des préBHDL. Ce role majeur
de SRB1 dans le captage sélectif du CE et dans le RCT a largement été étudié dans différents modeles,
principalement murins. La surexpression hépatique de SRB1 entraine une réduction drastique de la
cholestérolémie et notamment une baisse de la concentration plasmatique du HDL-cholestérol, due a une
augmentation du captage du CE au niveau du foie [282]. Chez ces souris, I'excrétion biliaire du cholestérol est
augmentée [283]. On constate également chez ces animaux une baisse de la quantité de cholestérol associé au
VLDL et LDL [282][284]. La surexpression hépatique de SRB1 facilite le transport du cholestérol dérivé des
macrophages dans les féces [285]. A linverse, un knock-down de SRB1 chez la souris conduit a une
augmentation de la taille des HDL et de la concentration plasmatique en HDL cholestérol [286][287].
L’excrétion biliaire du cholestérol est alors diminuée. Le RCT macrophagique est réduit en I'absence de SRB1

[225][285]. La double invalidation de SRB1 et de I'ApoE chez la souris conduit au développement de
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I'athérosclérose, a 'infarctus du myocarde et a une mort prématurée de I'animal [288]. SRB1 est donc un
régulateur positif du RCT.

Récemment mis a jour, le complexe hépatique P2Yi3/ectoF1-ATP synthase facile également le retour du
cholestérol au foie en permettant la captation des HDL [289]. Ainsi, au niveau des hépatocytes, cette voie
indépendante de SRB1 permet I'endocytose des HDL via deux sites de liaison aux HDL d’affinité différente.
L’ApoAl se lie au site de haute affinité de I'ATP synthase ectopique présente au sein de la membrane
plasmatique. La liaison de I’ApoAl au complexe enzymatique permet I'activation de son activité hydrolase.
L’ATP est alors convertie en ADP, ADP qui va activer le récepteur purinergique P2Y,;. L’activation de P2Y;3
entraine une cascade de signalisation intracellulaire qui induit une réorganisation du cytosquelette conduisant
a une endocytose des HDL dépendante de récepteurs de faible affinité [290]. L'invalidation du récepteur P2Y,;
induit une diminution du RCT a partir de macrophages chez la souris [289].

Comme c'est le cas pour SRB1 et P2Yy3 I'amélioration du captage hépatique du HDL cholestérol est associée a
une augmentation de I’excrétion biliaire du cholestérol[289][291]. Ceci n’est cependant pas toujours vérifié.
Par exemple, sans modification de I'expression de SRB1 et P2Y,; les souris surexprimant la EL présentent un
captage du CE provenant des HDL augmenté dans le foie. Malgré cela, ces animaux n’ont pas de modification

de I'élimination du cholestérol via la voie biliaire [291].
233 Elimination biliaire du cholestérol

Le cholestérol hépatique en exces est éliminé dans la bile, soit directement sous forme de cholestérol, soit
indirectement apres sa conversion en acides biliaires. La formation de la bile a lieu essentiellement au niveau
de la membrane canaliculaire des hépatocytes. Le cholestérol des HDL entrant dans I’hépatocyte est
métabolisé par une voie ne faisant pas intervenir de dégradation lysosomale. Le cholestérol est alors dirigé vers
les canalicules biliaires et constitue ainsi la principale source de cholestérol biliaire. Le cholestérol utilisé pour la
synthese des sels biliaires proviendrait principalement de I'internalisation par les hépatocytes des particules
VLDL et LDL [292][293]. Ces lipoprotéines sont dégradées par une voie dite intralysosomale. Le cholestérol est
alors métabolisé en acide biliaire suite a I'action de différentes enzymes dont I'enzyme limitante CYP7AL. En
outre, le cholestérol issu des VLDL et LDL peut étre utilisé autrement, stocké ou remis en circulation par les
hépatocytes. Chez ’homme, la bile est principalement constituée d’acides biliaires puis de phospholipides et en
moindre mesure, de cholestérol [294]. Ce mélange est déversé au niveau de la partie proximale de I'intestin via

le canal cholédoque.
2331 Métabolisme des acides biliaires

Les acides biliaires sont des molécules amphiphiles synthétisées exclusivement au niveau du foie a partir du
cholestérol. La synthese des acides biliaires représente donc l'ultime étape du catabolisme du cholestérol. A
partir de molécules hydrophobes de cholestérol, une chaine de réactions enzymatiques va permettre d’aboutir
a la synthése de composés hydrosolubles en leur conférant des propriétés détergentes cruciales pour leur
fonction physiologique : la formation de micelles facilitant I'absorption intestinale des lipides alimentaires ainsi

que des vitamines liposolubles A, D, E et K [200].
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Les produits formés a partir de la cascade de synthése hépatique des acides biliaires sont les acides biliaires
(AB) primaires. Chez I’homme, I'acide cholique (CA) et I'acide chénodéoxycholique (CDCA) sont les AB
primaires. Ces AB peuvent étre transformés respectivement par les bactéries intestinales en AB secondaires
que sont I'acide déoxycholique (DCA) et I'acide lithocholique (LCA).

Il existe 2 voies de formation des AB primaires par les hépatocytes. Elles se distinguent par 'ordre et le lieu des
réactions qui permettent la transformation du cholestérol en AB primaire :

- lavoie principale (ou neutre). Cette voie comporte 16 réactions enzymatiques, dont la premiére a lieu
dans le RE. La premiére étape est limitante et est catalysée par le cytochrome P450 cholestérol 7a-
hydroxylase (CYP7A1), localisée au sein du RE. Ishibashi et al. ont montré que des souris déficientes
pour CYP7A1 présentent une absorption des graisses et des vitamines liposolubles fortement réduite,
conduisant a une mort prématurée de I'animal lors des deux premiéres semaines de vie [295].

- la voie alternative (ou acide). Cette voie est initiée dans la mitochondrie par la stérol 27-hydroxylase
(CYP27A1). Il semble que I'étape limitante de la voie alternative soit le transport du cholestérol a
I'intérieur de la mitochondrie. Cette voie représente 25% de la production d’AB chez la souris et 6%
chez 'homme [296].

Avant leur sécrétion dans les canalicules biliaires, les AB primaires vont subir une étape de conjugaison avec la
taurine ou la glycine. Cette réaction est catalysée par la Bile Acyl-CoA amino acid N-Acyltransferase (BAAT) au
niveau du péroxisome. Le ratio entre AB glyco ou tauro-conjugés est déterminé par la biodisponibilité en
taurine puisque la BAAT posséde une meilleure affinité pour cet acide-aminé. Cette étape de conjugaison a
pour but d’augmenter la solubilité, donc le caractere hydrophile des AB. Cette propriété physico-chimique
acquise les empéchant de diffuser dans la membrane cellulaire, leur sécrétion implique donc I'intervention de
transporteurs transmembranaires. Les AB conjugués sont activement sécrétés par les hépatocytes vers les

canalicules biliaires via des transporteurs de la famille ABC.
2.3.3.2  Sécrétion des acides biliaires et du cholestérol dans la bile

Les AB sont exportés par différents transporteurs présents au niveau de la membrane canaliculaire des
hépatocytes. ABCB11 (Bile Salt Export Protein, BSEP) et ABCC2 (Multidrug Resistance associated Protein 2,
MRP2) sont des protéines a ATP Binding Cassette qui permettent le transfert des acides biliaires
respectivement monovalents et bivalents du compartiment cellulaire vers le canal biliaire [296][200].

L’hétérodimere ABCG5/ABCGS8 qui est présent au sein de la membrane canaliculaire des hépatocytes, permet
I’excrétion du cholestérol dans la bile [297]. Chez la souris, un knock-down d’ABCG5/G8 induit une baisse
drastique de la quantité de cholestérol retrouvé dans la bile [298]. A linverse, une surexpression de
I’hétérodimeére conduit au phénotype inverse, soit une augmentation de I'efflux du cholestérol dans la bile [70].
Chez ’lhomme, ABCG5/G8 est principalement exprimé dans le foie tandis que ce géne est principalement
exprimé dans l'intestin chez la souris [299]. Des mutations sur les génes codant les protéines ABCG5/G8
peuvent induire une sitostérolémie. Cette maladie se caractérise par une concentration élevée de cholestérol
et de phytostérols dans le sang due a une augmentation de I'absorption et a une forte réduction de la sécrétion

biliaire de ces molécules [72].
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Ainsi, dans un modele de souris déficient pour I’hétérodimére ABCG5/GS8, on observe une faible excrétion
biliaire du cholestérol par les hépatocytes [298]. Par ailleurs, il a été montré que SRB1 est exprimé au niveau de
la membrane basolatérale mais aussi au sein de la membrane canaliculaire des hépatocytes chez la souris
[300]. Wiersma et al. proposent que I'excrétion du cholestérol observée suite a un knock-down d’ABCG5/G8
soit liée au niveau d’expression hépatique de SRB1. De plus, les auteurs ont mis en avant que la surexpression
adénovirale de SRB1 au niveau du foie chez des souris sauvages C57BI/6 induit une augmentation de la
sécrétion du cholestérol dans la bile et que cette élévation est maintenue chez des souris déficientes en ABCG5
[300]. SRB1 semblerait donc jouer un role dans l'efflux biliaire du cholestérol, indépendamment des
transporteurs ABCG5/G8, bien que son réle paraisse mineur comparé a celui de I'hétérodimere [300].

L’efflux du cholestérol dans la bile par ABCG5/G8 et SRB1 dépend de la présence de ses accepteurs : les PL et
les AB [301]. Il a été montré par Vrins et al. sur un modele de cellules épithéliales de vésicule biliaire canine en
culture que les AB les plus hydrophobes tels que le taurocholate et le taurodésoxycholate induisent un efflux
plus important du cholestérol que les AB plus hydrophiles tels que le tauroursodeoxycholate. L'étude ne
permet cependant pas d’établir une relation directe entre de degré d’hydrophobicité des AB et le transporteur
ABCG5/G8. Par ailleurs, I'ajout de phosphatidylcholine aux AB permet de potentialiser leur effet. De fagon
intéressante, des liposomes de phosphatidylcholine sans AB ne sont pas capables d'induire I'efflux du
cholestérol par ABCG5/G8 [301]. Les PL, dont la phosphatidylcholine, sont les accepteurs indispensables du
cholestérol dans la bile. lls sont excrétés par I'intermédiaire d’ABCB4. Ainsi, une inactivation d’ABCB4 chez la

souris conduit a une absence quasi-totale de cholestérol sécrété dans la bile [302].
2333 Elimination et réabsorption des acides biliaires

Chez ’'homme, durant le jeun, la bile s’écoule dans la vésicule biliaire. Lors de la prise alimentaire, la vésicule
biliaire se contracte en réponse a la cholécystokinine, la bile est alors déversée dans le duodénum via le canal
cholédoque. Les AB peuvent ainsi jouer leur role de détergents, facilitant I'absorption entérocytaires des
différents lipides et vitamines liposolubles. Les AB sont ensuite majoritairement réabsorbés au niveau de I'iléon
et retournent au foie par la veine porte. On considere que 95% des AB sont réabsorbés par l'intestin et
retournent au foie [296]. De fait, seulement 5% des AB sont définitivement éliminés de |'organisme dans les
feces.

En plus de leur implication directe dans I’absorption des lipides, les AB ont un réle de molécules de
signalisation : via FXR hépatique pour le rétrocontréle de la synthése des AB dans le foie (Cf. § 2.3.4.2) et via
FXR intestinal pour le contréle de I'expression et de la sécrétion de FGF15/19 (Fibroblast Growth Factor 15,
chez la souris et FGF19, chez 'homme) qui inhibe également la synthese des acides biliaires. Au niveau
intestinal, les AB via FXR stimulent I'expression et la sécrétion de FGF15/19 dans la circulation sanguine. Au
niveau du foie, FGF15/19 se lie a son récepteur membranaire FGFR4 et inhibe I'expression de la CYP7A1l

[303][200].
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2.3.4  Régulation du RCT

Plusieurs ligands naturels et agents pharmacologiques son capables de moduler le RCT. Ainsi chez la souris,
I'inhibition de I'absorption intestinale du cholestérol par I'ézétimibe induit une augmentation du RCT

[304][305]. Par ailleurs, trois facteurs de transcription principaux régulent le RCT : LXR, PPAR et FXR.
2.3.4.1 LXR

Un des effets le mieux caractérisé de LXR est de stimuler le RCT. ABCA1 est I'un des genes cibles de LXR parmi
les premiers identifiés et est I'un des génes les plus fortement régulés par LXR [306]. Les agonistes de LXR
induisent fortement I'expression d’ABCAl dans les macrophages, mais aussi dans de nombreux tissus
périphériques tels que l'intestin [307]. L'activation de LXR par un agoniste permet de stimuler I'efflux du
cholestérol a partir d’ABCA1 vers I’ApoAl [306]. ABCG1 agit de concert avec ABCA1 pour permettre I'efflux du
cholestérol de la cellule vers les HDL. Des études récentes semblent indiquer qu’ABCG1 fonctionnerait
essentiellement comme un transporteur intracellulaire [308]. ABCG1 est une cible de LXR qui stimule alors le
transport et I'efflux cellulaire du cholestérol. LXR stimule également |'excrétion et la conversion du cholestérol
en acide biliaire via une régulation positive de I’'hétérodimére ABCG5/GS8 [309] et de I'enzyme CYP7A1 [310].
Un certain nombre d'études ont évalué le réle de LXR dans le RCT des macrophages. Chez la souris, suite a
I'activation pharmacologique de LXR, le RCT des macrophages vers les feces est augmenté [311][312]. De fagon
intéressante, I'activation spécifique de LXR dans l'intestin inhibe I'absorption du cholestérol via l'induction
d’ABCG5/G8 ainsi que la régulation négative de I'expression de NPC1L1 [313][312]. Conformément a ces
données, le RCT est augmenté chez les souris transgéniques surexprimant spécifiquement LXR dans l'intestin
[313] et chez des souris traitées avec un agoniste de LXR spécifique de I'intestin [309]. Au niveau hépatique,
I'activation de LXR par un traitement avec un agoniste induit une augmentation de I'excrétion biliaire de
cholestérol mais stimule aussi la lipogenese [309]. Par ailleurs, les agonistes systémiques de LXR augmentent le
risque de lithiases biliaires [314] et favorise le développement de la stéatose hépatique [315], deux freins a leur
développement clinique. Enfin, I'activation spécifique de LXR au niveau hépatique stimule I'expression des

génes de la lipogenése et de I'efflux du cholestérol mais de fagon surprenante, ne modifie pas le RCT [313].
2.3.4.2 FXR

FXR est un récepteur nucléaire aux acides biliaires [316]. Chez 'homme, le géne codant FXR (NR1H4) est
principalement exprimé dans le foie, l'intestin, les reins et les surrénales [317]. Le CDCA principalement et,
dans une moindre mesure, le CA sont les agonistes naturels de FXR. L’activation de FXR par ses ligands entraine
sa fixation au niveau d’éléments de réponse appelés FXRE (FXR response Element). Comme LXR, FXR peut
former un hétérodimere avec RXR et ainsi moduler I'expression de ses génes cibles au niveau d’éléments de
réponse FXRE (FXR Response Element) sur ADN. FXR peut aussi réprimer I'expression de génes de fagon
indirecte via l'induction de I'expression du récepteur nucléaire SHP (Small Heterodimer Partner).

FXR protege les hépatocytes d’une surcharge toxique en AB en supprimant leur synthése de novo, en
accélérant leur détoxification par excrétion hépatique et en inhibant leur réabsorption intestinale. La

modulation de FXR a une conséquence directe sur le métabolisme du cholestérol. En effet, FXR est impliqué
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dans le controle du métabolisme du cholestérol a travers la régulation transcriptionnelle de plusieurs génes,
dont I’ApoAl, la CYP7A1, la PLTP, les ApoClIl et ApoClll [143]. Ainsi, les AB répriment leur propre synthese a
partir du cholestérol via FXR en inhibant indirectement I'expression de I'enzyme limitante de cette étape : la
CYP7AL. Globalement, FXR inhibe la production des AB tandis que LXR la stimule. Chez la souris, |'activation de
FXR soit par un traitement au GW4064 qui est un agoniste spécifique de FXR, soit par un traitement adénoviral
de la forme constitutivement active de FXR, induit une augmentation du transport du cholestérol des
macrophages vers les feces et une baisse du niveau circulant des HDL [318]. Ce résultat s’explique en partie par
I'implication de SRB1 puisque les effets de I'agoniste de FXR sur le RCT sont réduits chez des souris déficientes
en SRB1 [318]. FXR module également le métabolisme des HDL. Les souris déficientes pour FXR présentent une
augmentation du HDL cholestérol, en partie due a une altération du RCT. En effet, ces souris ont une
diminution du captage par le foie du HDL cholestérol, concomitante a une baisse de I'expression de SRB1 au
niveau hépatique [319]. SRB1 est stimulé par les AB via FXR [320][319]. De plus, chez la souris FXR régule
positivement I'expression hépatique de la PLTP [321] et négativement I'expression de la HL et de la CETP qui
contribue au remodelage des HDL [322].

Les données sur l'effet de FXR sur I'athérosclérose sont controversées. Malgré un profil lipoprotéique
proathérogéne, les souris invalidées pour FXR ne développent pas d’athérosclérose sous régime standard, gras
ou riche en cholestérol [323][324]. Les souris déficientes pour FXR ont donc été croisées avec des souris
susceptibles pour I'athérosclérose ie. knock-out pour le LDLR et I’ApoE. Les souris males doublement invalidées
pour FXR et I'ApoE sous régime riche en cholestérol développent des Iésions athéromateuses [323]. A
contrario, dans une autre étude il a été montré sous un méme régime que les lésions chez des souris femelles
double déficientes en FXR et ApoE étaient moins marquées que pour des souris ApoE contrdles [325] et des
souris males doublement invalidées pour FXR et le LDLR présentaient également des |ésions athéromateuses
moins prononcées que pour des souris LDLR knock-out [324]. Les raisons de ces différences restent
inexpliquées cependant, deux études rapportent I'effet d’agonistes de FXR chez des souris déficientes en LDLR
ou ApoE sous régime de type Western et montrent que I’activation de FXR réduit les Iésions athéromateuses au

niveau aortique [326][327].
2.3.4.3 PPAR

Les PPAR sont des facteurs de transcription qui modulent I'expression de génes impliqués dans plusieurs
processus biologiques dont le métabolisme des lipides [328]. Une fois activés par ces ligands naturels ou par
des agonistes synthétiques, les PPAR forment un hétérodimeére avec le RXR [329]. Le complexe PPAR / RXR se
lie a 'ADN sur les PPRE (PPAR Response Element) au niveau de ses génes cibles et induit leur expression.
PAPRa & PPARS sont les deux PPAR majoritairement impliqués dans la régulation du RCT.

Chez les souris, la cholestérolémie est diminuée suite a un traitement par des agonistes de PPARa,
principalement due a une baisse du HDL cholestérol [330]. A contrario, les souris déficientes pour PPARa
présentent le phénotype inverse. Chez 'homme, I'activation de PPARa induit I'expression de I’ApoAl
conduisant a une augmentation de sa concentration plasmatique, |'effet opposé est observé chez la souris

[331]. U'expression de ABCA1 est augmentée par PPARa dans l'intestin et dans les macrophages [332][333].
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Comme vu précédemment, I'intestin produit les chylomicrons et des HDL (Cf. § 2.1.2.4) et exprime PPARa.
Colin et al. ont montré que I'activation de PPARa par un agoniste (GW7647) chez la souris ou sur des biopsies
jéjunales humaines augmente I'expression des genes impliqués dans la production des HDL. Les auteurs
montrent in vivo chez la souris et in vitro sur des cellules Caco-2 et humaines issues de biopsies jéjunales que le
GFT505 (agoniste synthétique de PPARa) mais pas le fénofibrate induit I'expression génique de I’ApoAl et du
transporteur ABCA1 au niveau intestinal. Sur des cellules Caco-2, I'activation de PPARa induit la production des
HDL mais diminue la sécrétion de I’ApoB [334].

PPARa permet également de stimuler le RCT en augmentant I'expression protéique de SRB1 au niveau des
macrophages apres un traitement avec des agonistes de PPARa ou y. Chez les souris, les fibrates, qui sont des
agonistes synthétiques de PPARa, diminuent I'activité plasmatique de la LCAT [335]. Pour ce qui concerne les
enzymes plasmatiques, I'expression hépatique et I'activité plasmatique de la PLTP sont augmentées suite a un
traitement aux fibrates chez des souris sauvages mais pas chez des souris déficientes en PPARa [336]. Enfin,
une étude monte sur des souris transgéniques exprimant la CETP traitées avec du fénofibrate, que I'expression
hépatique et I'activité de cette enzyme de transfert sont réduites en paralléle d’'une augmentation plasmatique
du HDL cholestérol [337]. Chez la souris, différentes études ont montré I'effet bénéfique de la supplémentation

du régime alimentaire avec des agonistes de PPARS ou a sur le RCT des macrophages vers les féces [305][338].
2.3.5 RCT et intestin

Par I'importance qu’a NPC1L1 dans 'absorption intestinale du cholestérol, la modulation de son activité affecte
I’excrétion fécale du cholestérol d’origine macrophagique. En effet, un traitement a I'ézétimibe [304][305] ou
par des agonistes de PPARa [339] et § [305] augmente I’excrétion fécale du cholestérol macrophagique via une
réduction de I'activité et de I'expression de NPC1L1. Autrement dit, I'ézétimibe limite la réabsorption du
cholestérol excrété par la voie du RCT. Par ailleurs, I'activation spécifique de LXR dans I'intestin par un agoniste
ou via l'utilisation de transgéne augmente le RCT macrophagique [313]. Cet effet est principalement associé a
une augmentation de I'expression d’ABCA1 et d’ABCG5/G8 et a une réduction de I'expression de NPC1L1 au

niveau intestinal [313].
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24 L’excrétion transintestinale du cholestérol ou TICE

C'est en 1968 que Glomset et al. introduisent pour la premiere fois le concept de transport inverse du
cholestérol [340] (Cf. § 2.3). Jusqu'a tres récemment, la voie du RCT conduisant a I'excrétion biliaire était
considérée comme étant la seule voie d’épuration et d’élimination du cholestérol plasmatique. Depuis

quelques années, plusieurs études remettent en question le modéle initialement proposé.
2.4.1 Observations initiales
2.4.1.1  Preuves indirectes de |'existence du TICE chez les rongeurs

Classiqguement, |'excrétion fécale de cholestérol est décrite comme étant la résultante de la somme de
I'excrétion biliaire de cholestérol, du cholestérol alimentaire et/ou biliaire non absorbé, de la synthése
endogéne et de la desquamation des cellules intestinales. Toutefois, dans de nombreux cas, cette regle n'est
pas vérifiée suggérant qu'une composante est manquante. Dés 1927, Sperry et al. ont montré que des chiens
présentant une dérivation du canal biliaire avaient une quantité anormalement élevée de cholestérol dans
leurs féces par rapport aux résultats obtenus chez des chiens controles [341]. Cela a été confirmé plus tard par
Pertsemlidis et al. [342]. Le développement de modeéles de souris génétiquement modifiées a permis de
renforcer cette notion d’un découplage entre I'excrétion biliaire et I'excrétion fécale du cholestérol [343]. Ainsi,
80 ans apres les observations de Sperry, Kruit et al. montrent que les souris déficientes pour le transporteur
ABCB4, une flippase a phospholipides située au niveau de la membrane canaliculaire des hépatocytes,
présentent une absence de sécrétion biliaire en phospholipides et par conséquent, en cholestérol.
Paradoxalement, on retrouve les mémes niveaux de stérols neutres dans les feces de ces souris déficientes en
ABCB4 par rapport a des souris controles [52].

Les souris invalidées pour les transporteurs ABCG5/G8 ont une excrétion biliaire du cholestérol réduite de 90
%. De maniéere surprenante, ces souris en dépit d’'une absence de défaut d’absorption intestinale, ne montrent
pas le faible niveau attendu de stérols neutres dans leurs féces [298]. L’excrétion fécale de cholestérol est
seulement diminuée de 36% par comparaison aux souris sauvages. La surexpression hépatique de NPC1L1 chez
la souris permet de réabsorber le cholestérol initialement excrété dans la bile par les transporteurs ABCG5/G8.
La conséquence de cette surexpression hépatique est donc une absence quasi totale de cholestérol dans la bile.
De fagon intéressante, ces souris, qui ne présentent pas d’altération de I'absorption intestinale de cholestérol,
ne montrent pas non plus de différences d’excrétion fécale de cholestérol [344].

La méme équipe de recherche a montré que les souris déficientes en ACAT2 ou les souris sauvages chez
lesquelles ACAT2 est inhibée présentent une excrétion biliaire de cholestérol normale mais une excrétion
fécale de cholestérol fortement stimulée [345]. En 2011, une étude menée par Castro-Perez et al. laisse
supposer |'existence d’une voie complémentaire a la voie biliaire. Cette équipe s’est intéressée a I'action de
I’Anacetrapib, qui est un inhibiteur réversible de la CETP, chez le hamster [265]. Leurs résultats montrent une
forte augmentation de I’excrétion fécale du cholestérol sans modification de I'absorption entérocytaire ni de

I’excrétion biliaire du cholestérol par le foie.
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2.4.1.2 Preuves indirectes de I’existence du TICE chez 'homme

En 1959, Cheng et al. ont déterminé I'origine du cholestérol chez des patients ayant une obstruction compléte
du canal biliaire en raison d’un carcinome de la téte du pancréas. Ces patients se caractérisent par une absence
d’excrétion biliaire du cholestérol. Suite a la mesure de I'apport en cholestérol alimentaire, de |'absorption
intestinale du cholestérol et I'excrétion fécale du cholestérol chez ces patients Cheng a clairement établi
I'existence d'une sécrétion de cholestérol par la muqueuse intestinale [346]. De méme, Simmons et al. ont
confirmé l'existence d’une telle voie en utilisant un systéme de tube a triple lumiére. Le pourcentage de
cholestérol excrété par I'intestin a été estimé a environ 44% de la production fécale totale [347]. Cependant,
ces deux études chez I'nomme ne prouvent pas que le cholestérol excrété par l'intestin est d’origine
plasmatique. Une des limites majeure de ces études est I'absence d’excrétion biliaire dans la lumiere
intestinale. En effet, I'absence d’acides biliaires peut affecter I'absorption du cholestérol. En 2012, I'équipe de
Groen a estimé, via une méthode de combinaison de radio-isotopes stables chez des hommes modérément
hypercholestérolémiques que le TICE représentait plus de 30% des pertes fécales totales des stérols neutres
(ISA Mars 2012, Sydney, Abstract n ° 274, Jakulj et al. 2012). Sur la base d’une méthodologie précédemment
décrite [348], ils montrent ainsi que comme chez la souris, le TICE est chez 'homme une voie majeure pour
I'excrétion fécale du cholestérol plasmatique. Le cholestérol biliaire, le cholestérol alimentaire non absorbé et

la desquamation cellulaire comptent chacun pour environ 20% de I'excrétion fécale des stérols neutres.
2.4.2  Preuve de I'existence du TICE chez la souris

La preuve expérimentale directe de I'existence du TICE chez la souris a été obtenue en 2007 par Van der Velde
et al. [14]. Cette preuve a été obtenue suite a l'utilisation d’une technique de dérivation biliaire puis de
perfusion intestinale. Brievement, aprés anesthésie de la souris, la bile est dérivée et collectée par gravimétrie.
L'intestin proximal, médian, distal (environ les 10 premiers centimétres pour chaque) ou le colon est perfusé a
un flux stable de 3 ml/heure. La solution de perfusion est composée d’une solution de Krebs supplémentée ou
non avec un mélange de plus ou moins taurocholate et / ou phosphatidylcholine comme accepteur de
cholestérol. Du *H-cholestérol dilué dans de I'intralipide est ensuite injecté via la veine pénienne. Les perfusats
intestinaux sont collectés toutes les 15 minutes sur 120 minutes et enfin la radioactivité associée aux fractions
biliaires et intestinales récupérées est dosée.

Il a été montré a 'aide d’une approche isotopique que le TICE contribue pour 33% a I'excrétion fécale de
cholestérol chez des souris C57BI/6). La desquamation des cellules intestinales et la non absorption
entérocytaire représentent respectivement 33% et 16% tandis que la voie biliaire ne représente que 17% de
I’excrétion fécale de cholestérol [348]. La contribution de la synthése endogéne hépatique et intestinale a
I’enrichissement des feces en cholestérol est mineure. La voie du TICE est donc majoritaire chez la souris dans
des conditions standards, elle permet I'excrétion de deux fois plus de cholestérol dans les feces que la voie
biliaire. La méme équipe a établi que le TICE suivait un gradient le long de I'intestin. Il est maximal au niveau de
la partie proximale de l'intestin gréle puis décroit de moitié a chaque région anatomique, médiale puis distale,

pour étre minimale au niveau du colon [14].
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2.4.3  Acteurs moléculaires impliqués
2.43.1  Origine du cholestérol pour le TICE

A l'initiation de ma these, peu de données étaient disponibles concernant I'origine du cholestérol excrété par
I'intestin. Van der Veen et al. avaient montré que le cholestérol excrété par l'intestin provenait majoritairement
du compartiment sanguin plutot que de l'intestin lui-méme [348]. Ceci a été confirmé par de nombreuses
études ou le cholestérol injecté par voie intraveineuse a été retrouvé dans les féces des souris présentant une
dérivation biliaire [14] ou ayant une excrétion biliaire du cholestérol fortement altérée [52]. Les études
disponibles montraient que l'intralipide 20%, une émulsion de lipides principalement composée d’acides gras
ainsi que des micelles riches en TG pouvaient fournir du cholestérol pour la voie du TICE [348][14][52].

L'identification de I'origine du cholestérol pour la voie du TICE a fait 'objet de recherches dont les résultats

sont publiés dans mon premier travail de these (article 1).
2.4.3.2  Au niveau de la membrane basolatérale de I'entérocyte
2.43.2.1 Lerécepteur scavenger de classe B, type 1 (SRB1)

Le récepteur scavenger de classe B type 1 est un transporteur membranaire de 82 kDa qui joue un réle crucial
dans le RCT au niveau du foie en facilitant la captation des HDL par reconnaissance de I’ApoAl (Cf. § 2.1.2.2.3 et
§ 2.3.2.2). SRB1 est exprimé dans l'intestin gréle au niveau de la membrane apicale mais aussi au pdle
basolatéral des entérocytes [58]. Cette localisation interroge sur son implication possible dans le captage
intestinal des lipoprotéines [58] et donc potentiellement sur son réle dans le TICE.

Van der Velde et al. ont montré par une analyse d’expression de genes dans l'intestin que I'expression de SRB1
est augmentée chez des souris soumises a un régime de type Western par rapport a des souris sous régime
contrOle et que cette augmentation est encore plus marquée chez des souris soumises a un régime riche en
lipides (High-fat). Sur I'ensemble des génes présentés dans I'étude, seule I'expression de SRB1 était corrélée au
TICE. Cependant, la mesure du TICE via la technique de perfusion intestinale in vivo chez des souris déficientes
en SRB1 montre une augmentation du TICE (+100%) par rapport a des souris sauvages [349]. Les auteurs
commentent ce résultat en rappelant que SRB1 est également potentiellement impliqué dans |'absorption
intestinale du cholestérol. La méme équipe de recherche rapporte quatre ans plus tard qu'en utilisant la méme
technigque de mesure sur des animaux de méme fond génétique [286] que le TICE n’est pas significativement
affecté chez des souris déficientes en SRB1 par rapport a des souris contrdles [350]. Des travaux récemment
publiés par Bura et al. montrent que I'absorption intestinale du cholestérol et I'excrétion fécale des stérols
neutres ne sont pas altérés chez des souris qui surexpriment SRB1 au niveau de la partie proximale de I'intestin
gréle. Bura et al. ont ensuite croisé des souris sauvages ou surexprimant SRB1 au niveau de l'intestin avec les
souris surexprimant NPC1L1 dans le foie (Cf. § 2.4.1.1) qui se caractérisent par un défaut d’excrétion biliaire de
cholestérol. Ils montrent ainsi que la surexpression de SRB1 n’altére pas I'excrétion fécale des stérols neutres
chez des souris sauvages ou présentant une absence d’excrétion biliaire de cholestérol [351]. Les auteurs

concluent leur étude en indiquant que si SRB1 est impliqué, son réle n’est pas limitant. Il aurait été intéressant
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de mesurer spécifiquement chez ces souris I'excrétion fécale de *H-cholestérol apres injection intraveineuse de
HDL marquées au *H cholestérol oléate.

Le role de SRB1 dans l'intestin fait encore I'objet d’un débat, notamment par rapport a son importance dans le
TICE; ce qui nécessite de poursuivre les recherches. Il est en effet possible que d’autres transporteurs du
cholestérol soient impliqués au niveau basolatéral dans le captage du cholestérol plasmatique pour la voie du

TICE.
24322 LDLR

Le récepteur aux LDL (Cf. § 2.2.2) est exprimé au sein de l'intestin gréle chez 'homme et chez les rongeurs
[99][98] au niveau de la membrane basolatérale des entérocytes [98]. Il est capable de fixer et d’internaliser les
particules de LDL [352]. De plus, apres le foie, I'intestin gréle est le second organe le plus important dans le
captage des lipoprotéines via le LDLR [353]. La question de I'implication et du réle du LDLR dans le TICE a fait

I'objet de recherches dont les résultats sont publiés dans mon premier travail de thése (article 1).
2.4.3.3  Auniveau intracellulaire

Le TICE implique le transport intracellulaire du cholestérol via différents acteurs moléculaires. Vrins et al. ont
mis en évidence que les niveaux d’expression de geénes liés au transport vésiculaire intracellulaire du
cholestérol tels que Rab9 et Limp2 sont accrus suite a un traitement avec un agoniste de PPARS, le GW610742
[354]. Rab8 est impliqué dans la régulation des mécanismes qui menent a I’élimination du cholestérol
endocyté, dépendants d’ABCA1 [355]. Rab9 joue un role dans le trafic du cholestérol a partir des endosomes
tardifs vers le réseau trans-golgien [356][357]. La protéine Limp2 a des fonctions spécifiques dans le trafic
vésiculaire intracellulaire [358]. Sur la base que dans ces mémes conditions, le TICE est significativement induit,
ces données suggerent que ces transporteurs pourraient jouer un réle dans cette voie. Des travaux
complémentaires seraient nécessaires pour valider ou réfuter cette hypothese.

L'implication d’ACAT2 dans la voie moléculaire du TICE a été étudiée par Brown et al. en 2008 [345]. Cette
enzyme, qui est exprimée dans les hépatocytes ou les entérocytes [359], a un rdle clé dans la production des
lipoprotéines a ApoB [360][361]. Ainsi, l'utilisation d’oligonucléotides antisens ACAT2 chez des souris
déficientes en LDLR induit une diminution de la concentration plasmatique en cholestérol, principalement a
cause d’une baisse de la concentration plasmatique des VLDL et LDL. Ces animaux présentent une excrétion
fécale des stérols neutres deux fois plus importante que pour des souris contréles sans changement de
I'excrétion hépatobiliaire du cholestérol. De plus, I'injection de cholestérol radiomarqué d’origine hépatique
chez ces souris montre une accumulation plus importante du cholestérol dans la lumiere de la partie proximale
de lintestin par rapport a des souris contréles. Ces résultats suggéerent fortement que |'estérification
intracellulaire du cholestérol régule négativement le TICE et que le cholestérol libre est préférentiellement
utilisé pour I'efflux de la cellule par rapport au cholestérol estérifié. Ces travaux mettent également en avant

I'hypothése développée par Temel et al. sur 'importance du métabolisme hépatique dans le TICE [362].
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2.4.3.4  Au niveau de la membrane apicale de I'entérocyte
Au niveau apical, NPC1L1 et ABCG5/G8 semblent étre les protéines les plus susceptibles de participer au TICE.
24341 NPCiL1

NPC1L1 (Cf. § 2.1.2.2.3) est la protéine limitante de I'absorption intestinale du cholestérol [54] et est inhibée
par I'ézétimibe [54]. Il semble donc logique de penser qu’une inhibition de I'absorption intestinale du
cholestérol pourrait stimuler le TICE en empéchant la réabsorption du cholestérol excrété. Toutefois,
I'implication de NPC1L1 dans le TICE reste a ce jour controversée. Deux études du méme laboratoire montrent
des résultats contradictoires. Vrins et al. montrent avec une technique de perfusion intestinale qu’un
traitement a I'ézétimibe ne modifie pas I'excrétion transintestinale du cholestérol [354]. A I'inverse, la seconde
étude montre en utilisant la technique des traceurs stables que le TICE est fortement induit suite a un
traitement avec la méme dose d’ézétimibe [363].

Le niveau intestinal d’expression du géne codant NPC1L1 a été évalué suite a I'induction du TICE. Deux études
montrent que I'expression de NPC1L1 est négativement corrélée au TICE [349][354] alors qu'une troisieme
étude ne trouve pas de changement de son niveau d’expression [348]. Plus d’études seront donc nécessaires

pour pouvoir conclure quand a 'effet de I'ézétimibe et donc du transporteur NPC1L1 sur le TICE.
2.4.3.42 ABCG5/GS8

La question de I'implication des transporteurs ABCG5 et ABCG8 dans le TICE est cohérente puisqu’au niveau
intestinal, ils régulent négativement I'absorption en facilitant la sécrétion du cholestérol de I'entérocyte vers la
lumiére (Cf. § 2.1.2.3). Cet hétérodimeére qui est exprimé au niveau de la membrane apicale des entérocytes
[364] a fait I'objet de plusieurs publications afin de déterminer son importance fonctionnelle dans le TICE.

En 2007 Van der Velde et al. montrent via I'utilisation d’'une méthode directe de perfusion intestinale, que les
souris déficientes en ABCG8 ont un TICE inchangé par rapport aux souris sauvages [14]. En 2009, Van der Veen
et al., en utilisant une méthode de traceurs stables, ont montré que le TICE est réduit de 40% chez des souris
déficientes en ABCG5 [348]. La mesure du TICE chez des souris double knock-down n’a pas été réalisée.
Néanmoins, ces études justifient cette conclusion : dans le foie, I'absence d’ABCG5 ou d’ABCGS8 n’a que peu
d’effet sur le TICE suggérant que d’autres transporteurs sont impliqués au niveau apical dans I'efflux du
cholestérol. Au cours de ma thése, je me suis intéressé au role du transporteur multi-drogues ABCB1.

La contribution de I’'hétérodimére ABCG5/G8 dans la voie du TICE nécessite encore d’étre éclaircie. Néanmoins,
les travaux de Van der Veen et al. apportent une preuve robuste quant a I'implication d’ABCG5 dans I’excrétion

transintestinale du cholestérol.
2.4.3.4.3  ApoAl

L’ApoAl est produite au niveau du foie mais aussi au niveau de 'intestin ou elle entre dans la composition des
chylomicrons et des HDL intestinales. Danielsen et al. [365] ont montré sur de I'intestin gréle de porc qu’a jeun,
I’ApoAl peut étre sécrétée au niveau du pole apical des entérocytes et rester bloquée au sein de la bordure en

brosse. Suite a I'exposition a des détergents comme les acides biliaires, qui sont naturellement présents dans la
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lumiére intestinale et qui sont des modulateurs positifs du TICE, I’ApoAl peut étre décrochée de la bordure en
brosse. Les auteurs suggerent que I’ApoAl jouerait un role dans I'étape finale du TICE via sa fonction
d’accepteur du cholestérol. L’ApoAl aurait donc un réle dans I'efflux du cholestérol dans la lumiére intestinale,
en période de jeline. Ces travaux posent la question du transporteur qui permettrait la lipidation de I’ApoAl au
sein des microvillosités entérocytaires. De plus, la contribution de I'ApoAl pour faciliter I'efflux du cholestérol
de la membrane apicale des entérocytes vers la lumiére intestinale n’a pas été quantifiée dans la voie du TICE.
L’hypothese faite par Danielsen d’une contribution de I’ApoAl extra-intestinale dans le TICE nécessite d’étre

testée.

2.4.4  LeTICE est modulable

Différentes études chez la souris ont fait la démonstration que le TICE est une voie inductible.
2.4.4.1  Facteurs présents dans la lumiére intestinale

Van der Velde et al. ont mis en évidence que la présence d’accepteurs du cholestérol dans la lumiere
intestinale stimule fortement le TICE [14]. En effet, in vivo le TICE est mesurable mais faible en absence
d’accepteurs du cholestérol et plus de 80% du cholestérol présent dans les perfusats intestinaux ont alors pour
origine la desquamation entérocytaire. Le taurocholate (TC) 10 mmol/l, un acide biliaire ou la
phosphatidylcholine (PC) 2 mmol/l seuls sont moins efficaces que le mélange TC/PC (10: 2 mmol/l). Ces
molécules permettent la formation de micelles qui vont pouvoir solubiliser le cholestérol efflué par les cellules
intestinales. Aussi, afin d’évaluer si le degré d’hydrophobicité des AB présents dans la lumiére intestinale
influence I'efflux du cholestérol, Van der Velde et al. ont mesuré le TICE avec la méthode de cannulation en
présence d’AB plus hydrophiles (Tauroursodeoxycholate, TUDC) ou plus hydrophobes (taurodeoxycholate, TDC)
que le TC. Les auteurs montrent chez des souris sauvages qu’a différentes concentrations, le TUDC combiné
avec de la PC ou que le TDC combiné avec de la PC permettent un niveau de TICE comparable a celui observé
pour le mélange TC/PC [349]. Il semble donc que le TICE chez la souris soit insensible a la concentration et aux
types d’AB présents dans la lumiére intestinale.

En présence du mélange TC/PC, seulement 30% du cholestérol provenant de l'intestin peut étre issu de la
desquamation. Bien que le mélange TC/PC soit le plus efficace que le TC ou la PC seuls, le niveau de cholestérol
excrété par l'intestin semble principalement lié a la quantité de PL présents dans les perfusats intestinaux [14].
De facon intéressante, la nécessité de la présence de PL pour le TICE est équivalente a la nécessité de la
présence des PL dans la bile pour I'efflux du cholestérol [52]. De plus, le TICE est le plus élevé au niveau de la
partie proximale de l'intestin, région dans laquelle les acides biliaires et les phospholipides de la bile sont

déversés.
2.4.4.2 Modulation nutritionnelle

Le TICE est affecté par le statut nutritionnel et par des manipulations du régime alimentaire fourni aux souris.
Van der Velde et al. ont montré qu’un régime gras ou un régime de type Western stimulent le TICE [14]. Un

régime de type Western augmente le TICE de plus de 50% par rapport a un régime standard. Le TICE est encore
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plus augmenté chez des souris soumises a un régime gras (+100%). De fagon intéressante, un régime seulement
riche en cholestérol (2% de cholestérol, sans autres lipides) est sans effet sur le TICE suggérant que cette voie
d’excrétion est sensible a la teneur et a la composition en lipides de I'alimentation.

Sokolovic et al. ont montré qu’une période de jeline de 12HOO0 réduit le TICE de 28%. A l'inverse, une période
de jeGine de 48H00 entraine une augmentation du TICE de 50% [366]. Aucune explication n’est apportée par les
auteurs pour expliquer la variation du TICE au cours du jelne.

En 2011, Brufau et al. se sont intéressés a I'effet des phytostérols sur le TICE [367]. lls ont montré qu’en plus de
réduire I'absorption intestinale du cholestérol [71], les phytostérols stimulent le TICE [367]. En effet, les
phytostérols entrainent une diminution de la concentration plasmatique de LDL cholestérol. Ainsi, des souris
sauvages ou déficientes pour le transporteur ABCG5 nourries avec un régime supplémenté en phytostérols
présentent une diminution de I'absorption du cholestérol concomitante a une importante augmentation de
I’excrétion fécale des stérols neutres. Dans ces conditions, le TICE est fortement augmenté chez les souris
sauvages, moitié moins chez les souris déficientes en ABCG5. Ces résultats suggérent donc qu’une grande
partie de l'effet hypocholestérolémiant des phytostérols serait lié a une augmentation du TICE, en partie

dépendante de la fonction d’ABCGS.
2.4.4.3  Modulation pharmacologique
2.4.4.3.1 Lesagonistes de LXR stimulent le TICE

Pour rappel, I'activation du récepteur nucléaire LXR réduit I'absorption intestinale du cholestérol, stimule le
RCT et I'excrétion biliaire et augmente I'excrétion fécale des stérols neutres (Cf. § 2.1.2.3 et 2.3.4.1). En plus de
ces effets, Van der Veen et al. ont montré en 2009 que I'activation de LXR stimule le TICE [348], comme cela
avait été suggéré par Kruit et al. en 2005 [52]. Ainsi, lorsque la voie du TICE est activée par des agonistes de
LXR, I'excrétion fécale de cholestérol est multipliée par 3, la contribution relative du TICE passant de 33% a 63%

[348]. L'excrétion biliaire est doublée suite au traitement par le T0901317.
2.4.4.3.2 Les agonistes de PPAR delta stimulent le TICE

L’activation de PPARS par un agoniste spécifique stimule le RCT sans induire de modification de I'excrétion
biliaire du cholestérol [305][368][76]. Sur ce, Vrins et al. ont montré que I'activation de PPARS induisait une
augmentation de I'excrétion transintestinale du cholestérol [354]. Des souris traitées avec un agoniste
synthétique spécifique de PPARS, le GW610742, présentent une excrétion fécale de cholestérol triplée alors
méme que |'excrétion biliaire de cholestérol est inchangée par rapport aux souris contrdles. La mesure du TICE
chez ces animaux permet de mettre en évidence que cette voie est largement augmentée (+66%) par un
traitement avec le GW610742. Ce résultat renforce le lien entre le TICE et le métabolisme des acides gras
puisque les acides gras polyinsaturés sont des ligands naturels de ce membre de la famille des récepteurs
nucléaires [369]. L'analyse de I'expression des génes au niveau intestinal chez les souris traitées avec I'agoniste
montre une régulation positive d’ABCA1 et d'ABCG8 qui sont impliqués dans I'efflux du cholestérol et une

régulation négative de NPC1L1.
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24433 L'ézétimibe

Bien que les résultats obtenus par Jakulj et al. sur I'implication de I'ézétimibe dans le TICE nécessitent d’étre
confirmés et approfondis (Cf. § 2.4.3.4.1), il semblerait que cet agent pharmacologique potentialise le TICE

[363].
24434 Les statines

Les statines (Cf. § 2.1.1 et § 2.2.2.2) sont des molécules pharmaceutiques largement utilisées en clinique pour
réduire la cholestérolémie. Le mode d’action des statines passe par une inhibition de ’'lHMG-CoA réductase qui
est I'enzyme limitante de la synthése endogéne du cholestérol et par une stimulation de la voie SRBP2. Lorsque
j’ai commencé ma these, I'effet des statines sur le TICE était inconnu. J'ai étudié leur impact sur cette voie lors

de mon travail de doctorat.
245 Contribution relative de la voie biliaire et non biliaire dans le RCT

L’excrétion biliaire est classiqguement décrite comme étant la seule voie d’élimination du cholestérol via le RCT
[370]. Depuis maintenant plus de 5 ans, il a été rapporté qu’une voie non biliaire contribue a I'excrétion des
stérols neutres de l'organisme: le TICE [14][52]. Différentes équipes de recherche ont alors cherché a
comprendre I'importance relative de la voie biliaire et de la voie transintestinale dans le RCT (figure 20). Avec
des modéles différents, deux équipes reportent des résultats opposés quant a I'implication du TICE dans le RCT.
Via un modele chirurgical de ligature du canal biliaire ou via un modele de souris non cholestatique, déficient
pour le transporteur ABCB4, Nijstad et al. montrent que le RCT est trés fortement diminué au niveau des
stérols neutres présents dans les féces [371]. On n’observe pas chez ces souris de compensation par une
augmentation de la synthese et de la sécrétion des AB. Nijstad et al. reportent également que la stimulation du
RCT chez les souris déficientes en ABCB4 via I’activation de LXR dépend majoritairement d’une excrétion biliaire
fonctionnelle [371]. Une excrétion biliaire fonctionnelle semble donc indispensable dans ces modéles pour que
le RCT le soit aussi. Dans cette étude, la composition biliaire est modifiée or, le mélange PL/BS joue un rdle
dans le TICE [14]. Afin d’apporter leur contribution a la compréhension de cette nouvelle voie métabolique,
Temel et al. ont mis au point un modeéle de souris transgénique exprimant la forme humaine du transporteur
NPC1L1 au niveau du foie. Ces souris présentent une quasi absence de cholestérol dans la bile (>90%), due a
une réabsorption presque compléte du cholestérol biliaire par le transporteur NPC1L1 au niveau des
canalicules biliaires hépatiques. A noter, les souris transgéniques NPC1L1 ne compensent pas par une
augmentation de la synthése ou de la sécrétion des acides biliaires dans les féces. Chez ces souris, leurs
mesures montrent que le RCT des macrophages est normal, de méme que la quantité des stérols neutres dans
les feces [372]. Aussi, on retrouve chez ces souris I'effet potentialisateur d’un traitement avec un agonise de
LXR sur le RCT des macrophages. Temel et al. ont également développé un modeéle chirurgical pour valider leur
résultat. Chez des animaux présentant une dérivation du canal biliaire, empéchant par conséquent I'efflux de la
bile dans I'intestin, le RCT issu des macrophages est maintenu. Dans leurs modeéles d’étude, il semble que le
RCT des macrophages est fonctionnel et ne nécessite pas de sécrétion biliaire, remettant ainsi en cause le role

obligatoire de la bile dans le RCT. Dans ce contexte, une étude parue cette année apporte sa contribution au
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débat. Xie et al. ont mesuré le RCT des macrophages chez des animaux issus du croisement de souris
déficientes pour NPC1L1 avec les souris foie transgéniques NPC1L1 produites par Liging Yu. Ces souris se
caractérisent par une réduction importante de I'excrétion biliaire et de I'absorption intestinale du cholestérol
sans modification de la sécrétion des acides biliaires. Les résultats obtenus montrent que ces souris ont un RCT
des macrophages réduit de 60% [373]. Un traitement a I'ézétimibe chez ces animaux restore I'excrétion biliaire
du cholestérol et le RCT des macrophages a des niveaux comparables a ceux observés chez des souris
déficientes en NPC1L1. Ces résultats obtenus dans un modele de non absorption intestinale du cholestérol
viennent appuyer ceux précédemment obtenus par Nijstad et al., limitant la part du TICE dans le RCT. Le débat

reste donc largement ouvert quant a I'implication du TICE dans le RCT.
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Figure 20. Schéma récapitulatif des voies d’élimination du cholestérol : voie biliaire et voie du TICE
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OBJECTIFS DES TRAVAUX

Le TICE est une voie non biliaire d’élimination du cholestérol qui a été mise a jour en 2007 [14] et qui pourrait
étre décrit comme le processus inverse de I'absorption du cholestérol au niveau intestinal. Le cholestérol du
compartiment plasmatique est transporté, a travers la muqueuse vers la lumiére intestinale. L'intérét porté par
la communauté scientifique et l'industrie pharmaceutique a cette voie est grandissant. Cependant, peu
d’études sont encore disponibles et les mécanismes moléculaires du TICE demeurent mal caractérisés. Chez la
souris, on sait que le TICE est maximal au niveau de la partie proximale de I'intestin [14] et qu’il représente 33%
de I'excrétion fécale du cholestérol, ce qui est deux fois supérieur a la voie biliaire [52]. Le TICE est potentialisé
par la présence d’accepteurs de cholestérol dans la lumiere intestinale [14]. De fagon trés importante, cette
voie est inductible. Par exemple, I'état nutritionnel, des régimes alimentaires, des agonistes des récepteurs
nucléaires PPARS et LXR vont stimuler le TICE [366][348][354][14]. Néanmoins tous ces modeles augmentent la
cholestérolémie, et il n’y pas encore eu d’études retrouvant une augmentation du TICE associée a une baisse
des niveaux plasmatiques de cholestérol. Au niveau moléculaire, I'implication de I'hétérodimére ABCG5/GS,
présent au sein de la membrane apicale des entérocytes et permettant I'efflux du cholestérol du compartiment
cellulaire vers la lumiére intestinale, semble validée [348]. Si SRB1 est impliquée dans le TICE, sa contribution
semble mineure et non limitante [351, p. 201]. L'implication de NPC1L1 et d’ABCAL1 reste plus floue [363][350].
Dans ce contexte, I'objectif de ma these a été d’apporter une base moléculaire a la compréhension de cette
nouvelle voie métabolique du TICE en répondant notamment aux questions suivantes (figure 21) :

1. Quelle est I'origine du cholestérol excrété par la voie transintestinale ?

2. Quels sont les transporteurs impliqués dans le captage et I'efflux du cholestérol au niveau des

membranes basolatérale et apicale des entérocytes ?
3. Modularité du TICE : quel est I'effet de molécules endogenes, de composés naturels ou drogues
hypocholestérolémiantes sur le TICE ?

4. Le TICE existe-t-il chez 'homme ?
Le premier objectif de ma these a été de déterminer I'origine du cholestérol excrété par la voie du TICE en
testant I'implication des lipoprotéines de type LDL et HDL. Le radiomarquage des particules m’a permis de
déterminer de maniere directe in vivo et ex vivo leur implication dans le TICE.
Le deuxiéme objectif a été I'identification des récepteurs présents au niveau de la membrane basolatérale des
entérocytes qui permettent la captation du cholestérol pour le TICE. Mon objectif a été de vérifier si le
récepteur aux LDL est impliqué dans cette voie métabolique. Pour ce faire, j’ai d'abord mesuré le TICE chez des
souris déficientes en PCSK9 qui surexpriment le LDLR au niveau de l'intestin gréle [160], les souris déficientes
en PCSK9 puis chez des souris LDLR KO. Au sein de la membrane apicale, je me suis intéressé a l'identification
des transporteurs qui peuvent induire I'efflux du cholestérol par la voie du TICE. L’hétérodimére ABCG5/G8
assure au moins 40% de l'efflux du cholestérol dans la lumiére intestinale [348], 60% est donc éliminé via
d’autres mécanismes.
Le troisieme objectif de ma these a été I'identification de modulateurs du TICE. Notamment, comment des

composés endogenes tel que PCSK9 et des composés pharmacologiques largement prescrit en clinique tels que
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les statines peuvent réguler le TICE ? J’ai également étudié I'effet de composés naturels sur le TICE, tels que la
diosgénine connue pour ses propriétés hypocholestérolémiantes, dans le but d’identifier de nouveau acteurs
moléculaires du TICE.

Enfin, mon quatriéme objectif a été de déterminer si le TICE était présent et inductible ex vivo chez 'lhomme
sur des explants intestinaux mis en contact de lipoprotéines marquées au cholestérol tritié.

Afin de répondre a ces questions, j’ai principalement utilisé deux approches complémentaires : une approche
directe, in vivo, par une technique de cannulation et de perfusion intestinale et une approche ex vivo par
I'utilisation d’explants intestinaux issus de souris génétiquement modifiées ou issus de biopsies intestinales
humaines, montés en chambres de Ussing.

In fine, mon travail de these vise a fournir de nouvelles bases moléculaires pour la compréhension du TICE et

de sa régulation.
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Figure 21. Schéma récapitulatif des acteurs et modulateurs connus de I’excrétion transintestinale du

cholestérol et des objectifs de mon travail de thése (de 1 a 3, détaillé dans le texte)
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ARTICLE 1

L'EXCRETION TRANSINTESTINALE DU CHOLESTEROL EST UN PROCESSUS METABOLIQUE ACTIF IMPLIQUANT
LE LDLR, PCSK9 ET LE TRANSPORTEUR ABCB1.

L'excrétion transintestinale de cholestérol (TICE) est une nouvelle voie d'élimination du cholestérol
plasmatique, complémentaire de la voie hépatobiliaire classique, mais qui reste mal caractérisée.

Notre objectif est d’identifier de nouveaux déterminants moléculaires du TICE. Nous nous sommes posés les
questions de I'origine du cholestérol excrété, de l'importance fonctionnelle dans le TICE du récepteur aux LDL
(LDLR), de son inhibiteur physiologique, la proprotéine convertase subtilisin kinase de type 9 (PCSK9) et du
transporteur ABCB1 (cholesterol floppase). Ex vivo a l'aide d'explants intestinaux montés en chambres de
Ussing ou in vivo par perfusion intestinale chez des souris présentant une dérivation biliaire, nous avons
mesuré le passage transintestinal de cholestérol tritié.

Nous observons pour la premiere fois le TICE chez I'nomme de fagon directe, sur des explants jéjunaux humains
issus de chirurgie bariatrique. Le TICE y est modulable par des accepteurs du cholestérol et aussi bien les LDL
que les HDL fournissent du cholestérol au TICE ex vivo chez I'homme mais également in vivo et ex vivo chez la
souris. Le TICE est fortement inhibé a 4°C et en absence d'oxygéne sur des explants de souris C57BI/6. Le LDL-
TICE est augmenté de 62% (p<0.01) in vivo et de 103% (p<0.05) ex vivo chez des souris déficientes pour PCSK9
qui se caractérisent par une quantité accrue de LDLR au niveau intestinal (~+300%). La dégradation en aigu du
LDLR induite par une injection intraveineuse de PCSK9 recombinante conduit a une baisse de 35% (p<0.05) du
TICE chez les souris déficientes en PCSK9 mais est sans effet sur des souris déficientes en LDLR. La réduction du
TICE est consécutive a la dégradation en aigu du LDLR bien que ce récepteur ne soit pas limitant pour cette voie
métabolique. En effet, in vivo et ex vivo, le TICE tend a étre augmenté chez les souris déficientes en LDLR par
rapport a des souris sauvages C57BI/6. Des souris sauvages C57BI/6 nourries pendant 10 jours avec un régime
enrichi en lovastatine 0.02% (wt/wt) ont un LDL-TICE 71% (p<0.05) plus élevé que des souris sous régime
contrdle. En revanche, la lovastatine ne stimule pas le TICE chez les souris LDR KO. Nous montrons enfin qu'in
vivo, le TICE est réduit de 26% (p<0.05) chez des souris déficientes pour le transporteur apical ABCB1. Ex vivo,
I'inhibition pharmacologique d'ABCB1 réduit significativement le TICE des souris contrdles (FVB) mais n'affecte
pas les souris déficientes pour ABCB1.

Nos travaux ont permis d’identifier de nouveaux déterminants moléculaires du TICE : les LDL et HDL, ABCB1 au
niveau apical et le LDLR au niveau basolatéral. PCSK9 et la lovastatine régulent le TICE de facon opposée via un

mécanisme dépendant du LDLR. De plus, sur des explants jéjunaux humains, le TICE est effectif et inductible.
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Basic Science

Transintestinal Cholesterol Excretion Is an Active Metabolic
Process Modulated by PCSKY and Statin Involving ABCEI1

Cédric Le May,® Jean Mathieu Berger,® Anne Lespine, Bruno Pillot, Xavier Poeor, Eric Letessier,
M. Mahmood Hussain, Xavier Collet, Bertrand Cariouw, Philippe Costet

(Myjechive— Transinkestinal chalesicrd excrotion (TICE) is an allormaie pathway te hopatobiliory sconction. Char study aimed
a1 identifying malecular mechanisms of TICE.

Approach and Kesults—We studied THCE ex vivo in mouse and human intestinal cxplants, and in vivo afier bile diversion
and inlcstinal cannulation in mice. We provide the first evidenos that both hew-density ipoprotcin (LIDL.) and high-density
lipoproizin deliver cholesteral for TICE in buman and mouss jojunal explants ol the basclsteral side. Proprotcin comvertase
suhiilizin kexin iype % (PCSKY) mice and intestinal explanis show incncased LIN.-TICE, and acuie injection of PCSKS
decreases TICE in wiva, suggesting that PCEKY is a repressor of TICE. The acule repression was dependent on the LINL
recepinr (LIDLE). Further, TICE was increased when mice were treated with Lovastating, These dala point Lo sn impartant
rale for LILE in TICE. Howeser, LINLE mice showed increased imestina] L1 uptake, contmry 1o what is obsorved
in the liver, and tended Lo have highar THCE. We intorprol these data 1o suggest thal there might be st beast I mechanisms
cantributing to TICE; 1 involving LI receptors and other unidentifcd mechanisms. Acuic modulation of LIJLE affects
THCE, bt chromic deficioncy is compensated for most likely by the upregulation of the unknown mochmnisms. Using
mice deficionl for apical multidrug active ransportor ATP-hinding cassolic transporicr Bl a and b, and ils inhibitor, we
show thal these apical transportens contribuie significantly 1o THCE.

Conclosions—TICE is operalive in buman jejunal explants. 1t is o motobolically active process that can be acwely
regulated, inversely related o cholesterslemin., and pharmacologically aclivaled by siatings. (Arnterioscler Thromb
Viawe il 200 333 1484-1493,)

Key Words: ATP-binding casscite transporier B]1 m Hpoprodcin @ low-density lipoprolcin recepior
m PCSKS ™ imnsinicstingl cholesicrol cacrction

wcess cholesierol must be eliminated from the body 1o 2void

its socurnm|ation in Gssues and o prevent or diminish sh-
ermsclerosis. The hepatohiliary pathway has been considersd
us the magor cholesierol slimination rmoute. Nevertheless, ithe
existence of & nonbilisry route contributing to fecal sterl loex
was revealsd decades ago in dogs,” rats.” end later in bumans?
with impaired hiliary secretion. More recendly, & normal fecal
cholesterol excretion rale was observed in mice deficient For
cholesterol biliary excretion abiribuishle o the absence of the
camaliculer phospholipid trensport multidrog resistance 2 or
to the oversxpression of hepatic Nismenn Fick Cl-Liks 1.4
Normal ar lower biliary cholesternl excretion and inoresssd
fizcal sierol loss wene also ohserved in mice with no or dramati-
cally less Ever cholesterol eserification by the snryme acyl-
coemeyme Accholesierol acylinnsfease 1¢ Transiniestinal

cholesizrol excretion {TICE) is now recognized as o significant
alisrnative rouie o the hepaiobiliory pathoay " I hes been esti-
mated that TICE represents constilutively 33% of total Facal
sierod loss in mice * More recendly, Temel o ol showed that
TICE is essential 1o macrophage neverse cholesierol ranspon
in mice snggpesting o potentiol entistherogenic rmle for TICE.
Intestinal chalesierno] excretion is inducible nuisitionally by o
high-Fat diet® or pharmacalogically by ligends of Ever X recepe
tor* or peroxisome proliferlor activaied recepior-4,'® bul the
moleculer mechanisms remain unknown.

See accompanying article on page 1452

Several receplors medisie  hepaickiliory  cholesizral
elimination. Hepatic low-density lipoprotsin ecepior (LIDLE)
plays 2 major role in the classic hepatobilizry route and clears

Raceived o Amges &, M112; Bnal version &0

m: March 19, 2013,

From e INSERM, UME 1087, CNRS USR 6251, Nanies, 48000 Faoce (U156 IM.E, EF, X, EOC P UMEITI], TECALIM, INIEA, INF
LIPS, Toslowme, France (ALY, Universiié de Fanis, Nanies, F-48035 France (X P, B i), Depariment of Badocrine and Visceral Surpery, Unieersity 1ospiial
of Manies, Frence (1 Department of Crll Riskogy. SUNY Dowastie Medicel Cenlar, Bmoktyn, NY (MM 1% PUSERM LME M4E, Tooiomse, France
(L) nstiul de Maladies M el Cordarasculsins, PSTNSERM, Toulows, France (X.0); and Deparimenl of Endocrisology. Universiry

E of Manies, France (B (). PO s corenlly sfifsisd with Se Deperiment of Cell Baology, SUNY Dowosiale Madical Csnier, Arookhn, Ky
sy coniribuied agpally.
The ondnconly Dats Suppemend B svallable with s article ol Bbtp:ostvhahspearnak, orgbkupspp HUIIGLATVEAHA.

TR L
Corpzspondence (o Philippe Cosiel, PNSERM UME-S 14657, st do o, 3 Omed Moncomu, BP 20721, 44007, Maies, France (e-mail philippe.
et G v-nante. v}, o Cadnic Lebay, POSERM LIMEE-5 D087, I inadiing S thorax, 3 Qusl Moncse, EP 70721, L8007, Males, France j2-mall ceific

lemayEuniv-naaie Ir).
3 3613 American Hearl Associalion, lnc.

Astenioss fer Thramd Wase Sl is avallabde ol hitp:iaty bhabhajoarnaks ory

[HOE IR ILEFATVBAHA 112 3MHE63

80



plazma cholesterol through the endocytosis of apolipoprotein
{mpn) B-conmining 1IN particles or  opolicostsd
Epoproteins, such = large high-density lipoprotein (HOL)
or :h:flr.\mu:mns and very low-density lipoproisin remnanis.
Another i receptor. scavenger receplor B, binds
[:l::ﬁ:tmu:l]jl I apoAl =nd mediales the selective uptake of
esterifisd cholesterol from HINLP Scavenger receplor Bl-
deficient mice present with increased THE®

Beside the liver, LDLR is expressed in many tssues, inclod-
ing the intestine where it is Incalized on the basolaieral side of
enierncyies.” Experiments in ruts infused with 1130, showsd
that intestingl LINR mediates 0% of the LD wpioke '
In the liver and in the intestine, the quantity of cell surface
LIM.E resulls from o halance betwesn ils synthesis and degrm-
dation. Celluler chalesierol depletion and cholestero] synthe-
=is inhibitors like statins increase the LINE tanscription via
the activation of the sicrol pesponse element binding proicin 2
pathway " Plesma proprotein comverinse sybtilisin kexin type
% (PCSKY) induces the LIDLE degradation because il binds 1o
the exiracelluler domain of the LIDLE sand prevents its recy-
cling io the cell surface " Thas, mice deficient in PCSKS have
mamne LINE prolein in the liver® and in the intestine.!” The
functicnal impartance of inlestinal LIDLE &nd its circalating
regulaior PCSKY in TICE remains o be explored.

iy of free cholestzrol from the apical side of the smern-
cyies mainly takes place vin ATPhinding casseiie trnsponier
(G5/ATT-hinding cessetie transporier (8 (ABCGSGEL™ TICE
i= mduced by only 40% in ABOGS-deficient mice” suggesting
ieral rensponiers. P(lyoopmiein (P-gpc multidnig esisianoe- 1
[MDRIT) or ATPhinding cassette transporier Bl (ABCHAL)
belonging io ghe ATP-binding cesetie fzmily is an iniegrl mem-
brane protein expressed in miost epitheliol oells. nothly in the
liver and 2t the apical side of enierocytes. 1L exporis o large vani-
ety af strocturally unrdaird compounds out of oells snd out of
orpanisms protecling fssues from xenobiotic owidny. ' ARCT]
i= alsn imvahved in the movement of endogenous moleasles, such
5 cholesorol, phoepholipids, and sphingeliid® snd 1 varisty
ﬂm“ﬁwtmhwdﬁnwzm

ial 2 it has b hiram that ABCT] contribates io-cha-

hh'nld.lsl.nhl.run:fm the cyiosnlic kafiel o the exoplesmic
Ieaflet of the plasma membrane by acting as & foppase.@

Although the exisience of TICE per == i not debated, the
nature of the phenomenan remains onclear The main missing
elemenis ars (1) a maoleculer mechanizm for cholesiernl entry
on the basal side of emerocytes; () a direct evidenoe of TICE in
intestinal explants, in particular, in buman Gxsoes (3) data show-
ing an inoresse of TICE inthe context of lmwer cholesierolemis
(4} the contribution of pical transponers; and (5) acule moduwls-
tan of TICE. The present sindy was developad io fill these gaps.

Material and Methods
Maierial and Methods are avaliable in e online-only Supplement.

Resulis

TICE Is am Active Metabolic Process
To develop an ex vive assay for TICE, we mounisd mouse
ducdenal explants in Ussing chambers and added LD 07

Le May et al

Muolecular Determinants of TICE 1485

mg/ml) radiclsheled with "H-free cholesterol (H-LINL) o0
the basclsteral side of dundenal mouse explanis and incu-
bated a1 37C or 4°C. Afler 30 minules and at 37°C, 0L07%
aof the initizl dose of H-cholesizsrol present in the basal cham-
ber wes collscted into the spical chamber We detsmined
the passage of cholesisn] bo the opical chamber 50 mimules
(3x30 minutes), and the radicactive content memainsd in the
explanis at the end of the sxperiment. 'We verified that TICE
and "H-cholesienc] iniestina] comtent values were sishle over
the first, the sscond. end the lest perind of 3{-mimie measane-
ment (date mot shown), "H-LIDL TICE (Figare 1A) nd uptake
{Figuwre |R) were repressed by cold iemperalures. Next, we
measured TICE from *H-LIN. in explenis over 3 conssoulive
periads of 3 minuies in the presence or shsence of cxygen in
the media (Figure 1C); TICE was oheerved when madia were
oxygenated. In group C, oxygenation-induced TICE is stron-
#er when the cnygemated period is consecative 10 a 3-minuie
phase without oxygen This could be attribmshle to.cells being
lnadad with cholesieral during the nonoxygenaled period. This
might mean that nxygen is imporant o cholesterol &ffux. Asa
coniral, we verified that bubbling of M, msiesd of oxygen had
ma ezt on TICE (dets not shown). TICE was nol secondary
0 cytoloxicity & there was no dgnificant incresse in laciale
dehydrogenaze under different conditions (Figure 10Y). Nexi
we meamured the impact on TICE of spical cholesierol socep-
tors present in Figore 1A-1D (Figure 1E). Removing chaoles-
el soceplors from the apical chamber significantly reduced
TICE. Mo oyloboxicity associsied with the presence of chaoles-
el aoceptor was delecied and, therefore, we sysicmatically
wsed cholesterol , unless stated . Therefone, tanspon
af "H-LIL. cholesierol is stiributable 0 an sctive metabalic
pathway when explanis wene provided with oxygenaied media
at 37°C. To our knowledge, this is the first report of o methad
i measur: TICE ex vivo,

Baoth HIDL and LDL Provide Cholesterol for TICE
To delermine whether HDNL. and LIN. contribute o TICE,
we addsd "H-LDL and "H-HOL 1o the basclaiera] side of
dondensl mouse explants. Comparisan of TICE showed that
bath lipoproteins can deliver chalesieral for THCE in explants
(Figurz 1A). Similar results were observed when LIDL and
HIL were labeled with "H-cholesiery] oleste (Figore LA in
the onlinz-only Data Supplement). Next we measursd TICE
in vivo, Previous stodies meamwred TICE with *H-chalesieral
diluted in intralipid ** Here, we deliversd "H-cholesierol using
lipoproteins. Rile-diveried CSTRIGT mice were intrevenously
injectsd with 'H-cholesterod labeled LOL. or HOL {18 mg
of LOL and HIMN. cholesiernl in a yolume of 130 pl), and
TICE was meamsmd by quaniifying intestina] perfusaies. Afier
injection. both plesma *H-cholesernl end il cholesieral
wepr inoreased (Figure IB and 1D in the online-only DDala
Supplkement) because of the sccummlstion of cholesienl
in the LIJL ar the HDL fraction, e werified by fast protzin
liguid chromatngraphy (Figore W in the online-only Daia
Supplkementl. TICE had slready reached a platean 15 minules
afier injection of lipoproteins and wes stable »2 hours (Figuome
IE in the calinz-caly Data Supplement). Both LIN. and HOL
wepz found to provide cholesierol for i vive TICE (Figuore
IR). Thus, various lpoproleins can participate in TICE.

81



I486 Arnteriescler Thromb Vasc Biol July 2013

Ao B

i & 8 8

LL]

I | R I A T

e A e £

- 1 T veewed
B H epesed

ooty () O
i
Lk
&
]
=
-] iE
[}

i
]

TICE [[F i
g 4

| mm

Posl® o o Accoie

E  apeas
ﬂ.

AOTAME B EOOENE

Cytatesy i)
miHEaAA dmA B

Figure 1. Trmnsimcstinal cholsiars excration (TICE} s an active matabollo pattwary. CS5TEE) mousa prodmal imostinal ceplonts wara
mourted on Lissing chamibers H-chokatarnl-dabaiod low-densty Ipoprotein (LD #4-L00) wes added 1o the Krebs\giucoss buffor o the
bascimioml side. &, TICE wos debarmmingd by measuring the apncsmnce of mdioactiity o Fa apical sida snd uptaka of ws massired by
radicactivity In tha cxplants inocubaiad @ 370 or 4°C in=2-1E aupiamls from £ 808 mica par group) 8. Aesults reprasant the:
mwarage of TICE massured over 3 pariods of 30 minulas. C, TICE was maasurad o 370 in 2 groups of CHTBIR] axplants for 3 consecu-
e phascs of 20 minutas {1, 2, 3} in group A, the bufiors wors not axyganatond. in group B, buffers wars ooretanty axypenmed. in group:
I, buffors worns axyganated only duning the second panod of 30 minuias in=8-1 0 aopiats from 8 8010 mioe par group). D, The effect of
ion on echale defydroganass (L0H) nelensc was measurad I the apical chambar & 37C In 2 groups of CETBIEL mipiants for
2 oOMSeoUtive phascs of 30 minucs (4 axpants per condttion irom £ mics). Ingroup O, the bufions wars rof coygaratcd tha first
Al-minuis: paricd (1) and wene oxygenaied for tha seoond 20-minuie paricd 21 In group E, explanis wene oxypenaiad for the il
burt not during the: second ona. E, CHTEE.) mousa proxdmal imastingl cxninms wara mounted on Ussing chambam. *H-chokesaml-
labclod LDL (¥4-LDL) was added 1o the Krebs'giucose buffor ol the basolmornl side. TICE was datormined by mansaring the: aopasrarog:
of rcioaciviy of tha apical side over 30 minuics during 2 consccuthves condiors: with & bofior containing cholosionsl socopbors
Fiolire, 1072 mmobl; Black bar or without aoceptors. Coll oytoicodolty wos nsassad in the anical chaminar during
tha 2 pariods. of 30 minuies by messuring LDH roicess in the apical chambar. A8l waues reprasant maaneSER. ~Paoll0s, =P, For
posiive cylolowc afiocts, aplanis wore exposod o ooocll Besks. s=oiution containing Triton-X-100. NS indicaios norsignificant.
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A, CHTEE) mousa prodmal imastingl aopiants wara mounted on Ussing chambens. *H-LDL or *H-HDL (spacific activities of 110 CPMY

nmol and 148 CPALnmol,

bufer enrichad with chokesiorol aocapion
B of 1404 CRMmmol and 1058 CPMMmMOL respact by wis.
snisstingl *H-choleslom cooretion wes maesured =3 hours Dy

., Jojurnl ceplants from 3 patiants wers mountsd on Lissing

respactively) was added o Kreteigiuooss buffar in the bascizioml chambar fre18-110 aplaris. from 10 mica
par proupl. After 30 minutes, TICE was detarmined by massurng tha appeamnoa of
(o holaia

racicacthdty In the opéoal crambar Alisd with Kot
TC/PC: 10¢2 mmobLL B, *H-LDL or H-HDL [speciic acivi-

In thaa panille vain of CHTESE.) mica (B8 misa par groupl and ran-

radicactiviy in parfusaios colieciad trom canmulaiad intestinal
Empl armounis of *H-ohoiastantl comimingd i $H-L0L

Ipatients 1 ard 2} or H-HOL patient 3} wene added 1o e bascimtarnl sidia. Two cxplants waora used trom patiants 1 and 2. and 4 cepinns
wang usaed from patient 3. TICE was measued over 3 minuiss during 2 conseoutiva conchiors: with a bufior cholesiarol
Bocepbors (whits bars) of with Hhe same: buffor without cholestars] accaptor (biack bars). Tha order of the bars from. the ket to T nght
COmesponds 10 the ordar tha Duffars wera Lsed during Te cmeriments. Valuas reprasam mean:SEM. NS indicates roresigrificon.

TICE Is Orperative in Human Intestine

There hes been no evidence of TICE in bumans yet Using
an Ussing Chamber, we messured TICE with *H-LIN. and
*H-HIM. in jejunal explanis from 3 patients whe onderwent
bariatric surgery (Figwre 20). Explanis were collscted 50 cm
below ducdenajejunal fexwre for the all palients. We also
compared TICE in the absence ar in the presence of chales-
terol ecoeplors in the apical chamber. TICE was operative in
human explents. The presence of cholesteral accepiors (teo-
rcholaeiphosphatidylcholine, 1062 mmolil.) increased THTE
by roughly 10049 for "H-LDNL snd 300% 10 $00% for TH-HIDIL.
Thas, hurman iniestine might play a role in TICE

PCERY Deficiency Increases TICE

To determine whether the LDLE can contribome 1o TICE,
we measursd TICE derived from LIL in PCSKS™ mice
that present with higher smounis of LOLR in their gut,
a5 we previously showed.” LDL-TICE was increased by
1053%: (P<0.05) in dondena] explants from POSEY™ mice,
compared with explants from PCSES (Figure 3A). Next,
we verifisd these mesulls in vive PCSE9™ mice have
=5% less plasma cholesierol then littermales becamse of
an increassd cleamnce of HIDL and LDL, respectively, via
the spoF and spoBl * We measursd TICE with “H-LIDL in

PCSKS ™ end PCSKSS litermates. Injection of 'H-LOL
increased plasma cholestercd in wild type (WT) and PCSES™
mice but increases were higher in WT mice (Figure LA in
the onkine-caly Duia Suppiement). Morsover, increases in
TH-cholesierol wers similar in WT and PCSE% mice, bui
subsequent clesmance was faster in PCSE9 mice (Figure
IIE in the coline-only Dats Sopplement). Thes: dsts e
consistent with observations thet PCSKS mice clesr LIN-
derived "H-chalesierol moee repidly than contral mice ' In
vivo TICE was increased by 62% (P<001) in PCSKS™ mice
(Figwre 38}, despite their lower plasma cholestismd levels
throughout the experiment (Figuez IIA in the online-caly
Data Supplement). Similer resulis were observed with LDL
lzheled with "H-cholesizryl olzate (Figune [IC and [I) in the
anlime-only Data Supplement). In socordance with increased
TICE, PCSKES™ mice have increased fecal cholesieral loss,
despile normal cholesierol absorption (Figues IMC and 11D in
the onlinz-caly Daia Supplement). Thas, PCSKY deficiency
inoreases TICE

Acute Degradation of LDLKE by PCSKS

Decreases TICE

Next we verified whether aouie depletion of LINE decreases
TICE. It has been shown thal injection of moombinem
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PCSEY in the circulation rapidly degrades the hepatic and
exirshepatic LINR.™* We first messursd THCE in PCSES
mice, 1 hour afier they werne intravenously injected with 100
pg recombinant PCSKS.® Western blot analysis showed that
the LDLR conient of the dwodenom was redoced within 1
howr (Figure 3E) As expecied, increases in cholesierol afier
the injection of “H-LDL wer: mon pronounced in mice
infussd with PCSKS (Figure 3C; Figore [T in the ooline-
oaly Data Supplement). TICE was decreased by =35% in
these mice (Figure 300 As o control, PCSKY was injecied in
LINE mice (Figure 3C and 30). LDLE™ mice presentsd
with 40% higher TICE in shsoluie value than PCSES
mice (datn not shown L i is unclesr whether this is becauss
of very active TICE in LDLR mize or o the difference in
genetic backpround between sirxins. Indeed. Van der Velde et
al* showed that mice of different genelic hackgrounds have
diffzrent levels of TICE. Mevertheless e expecied, no effect
of injecied PCSKY wes observed on cholesierolemia nor on
TIE in LIHE¥ mice. These sindies show thet cirolating
PCSEY aculely deoresses TICE in an  LINLE-dependent
fashion.

Laovastatin Stimulates TICE

Kext we hypothesized that cholesternl synthesis inibitors,
such as stalins, that upregulate LI reospiors could stimulale
TICE. To tesi this hypothesis, C57TBU] mice wene given & diet
contsining or not (L02% Lovasmtin for 10 days. This treal-
menl decreased cholesismlemio by =18% (P<0U05; Figore
4A) mainly becanse of & marked decrease in HINL cholesienl
{Figure [¥H in the onfine-only Dala Supplement). Injection
af "HL13L. increased plasme cholesieral (Figore IV in the
online-oaly Data Supplement) and H-chalesienal (Figure I'VH
in the onfine-only Dain Swpplement). Lovasialin increased
TICE in WT mice by 71% (P=002; Figure 4). Thus, TICE
can be pharmacologically sctivated by Lovastatin

TICE I= Increased in the Absence of LDNLE

The above studies involving modulstion of LIDLE by PCSEY
and Lovasiatin indicatsd that LIDLE might play an importem
mole in TICE. Therefore, we hypothesized thet TICE might
be significenily reduced in LDLR™ mice. Chronic LINR
deficiency resulls in delayed LIDL plasma clesrance™ because
af less hinding of LIN. particles in the liver™ To evalumie
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whether TICE is affecied by the shsence of LIDLE, we
compared TICE in CITRK and LDLR+ mice using TH-
LIM. In contrary io whal was expecisd, we observed that
TICE is slightly higher in LDLR~+ mice then in C57THIG in
wivo (F={.085; Figure 5A; Figure ¥ in the onlinz-only Data
Supplement]. THCE also iended o be increased in LINE
explanis [F=0.28; Figure 5H). In both experiments, the
diffzrences were not statistically significant but the trends
were pzproducible over lime. To explain no reduction in THCE
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in LINR mice, we studied the upiske of "SI.LIM. by the
varions inlesting]l segments in CSTHIE] snd LINE"mice
afier intravenous injections. Clearance from plasma was
delemmined al warious time points and radiosctive condent
af liver and iniestinal segments & 2 howrs afier injection; a
duration equivalent io thal we used for in vivo TICE (Figume
S0 We observed a delay in '®1.LDL clearance in LIDLE~
mice nd o reduction of '#-LDL hepatic wplake (-24%;
P<105) consistent with other sudies™ There was no
significant differsnce in radioactive uptake by the medisl
and distal inlestinal segments, but a significant increase
in radicactivity was seen in the promimal segment Thas,
contrary bo what ooonrs in the Fwver, chronic LINLE deficiency
resulis in imcressed LIN. upiske in the proximal intestine.
This might contribule 1o increassd THCE

ABCEI Coniribuies io TICE

Next we focussd on malecules thet could efflax cholesieral
from the spical side of enlerocytes. ABCGS contriboies 1o
TICEY probably because of ils important role in cholesierol
efffux. However, ABOG 5+ mice still have an spprecishle lewel
of TICE, suggesting thal other apical transporiers play 2 role in
TICE. Among the candidaies, multidrog transporer ARCIH1,
which is locaind ai the apical pole of enlerocyie, can acl as
1 cholesierol foppese.™ We reoendy showed that older mice
deficiend for both isoforms of the apical cholesierol foppase
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0L (10 pg; 1252 cpmeng) and wons authanized afier 120 minuies icl. Mathods in tha online-only Dats Supplomant). Flasma confont
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Proximal iFL
Pl DE; "0

85



1480 Arnerioscler Thromb Vase Biol July 2013

ABCH12 and ABCEID (ABCRInb™) sponaneously develop
hepatic steatosis, obesity, dishetes mellins, and incresssd
HIN-C.* We perfomed cur studies in 15-week-old male mice
that presented with smilar cholesierol kevels (Figune W1A in the
oalinz-only Data Supplement), before melsholic disorbances
arise. We obhserved that ARCH la/b mice present with 26%
less fecal cholesierol excretion (P0U05; Fgome 64). Next,
we injectsd intrevenously “H-cholesterod diluted in endalipid
to measure TICE in control B allele for sensitivity to the
1 sirain of Friend lenkemia virus (FY1) and ABCHE &b
mice. Incresses and subsequent decays of cholesiorol wers
gimilar in WT and in ABCE &b mice (Figure VIE in the
oalinz-only Dats Supplement). TICE was decreased by 26 5%
(P<L05) in ABCBIab™ mice (Figure 6B We Forther verifisd
imolvement of ABCBlab in TICE using pharmecological
imhibivors (Figure 6C). We added ABCBI reference inhibitor
PSC-E3 1o the apical chember. Thirly minuies afier the
addition of *H-chalesizmolf=ndolipid to the basal chamber, the
medium was collected in the spical chember for delermination
of TH-cholesternl Jewel (indtial THCE). The apical chamber
wis rinsed and PSC-E33 was added with new medium For 30
minuies. TICE cbeerved with no inhibibor was arbitrarily s« at
1. PSC-E33 inhibited TICE by 50 o 64% (P<0U05) in conbrol
mice but had mo effsct in ABCE 120%™ mice. These studis
provide evidence thal ABCH] e contribuie o THCE

Discussion
These resulis fill & gap in our undersianding of plesma cha-
lesierod excretion by the small intestine. We demonstrale that
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bath LI and HOL. provide cholesiero] for TICE in vivo and
ex vive in mice. Further, we provide the firt direct evidence
that human intestinal explants can exorelr plasma-derived
LI or HINL chaolesierol. (n the hasis of these sidies, we
prapnse 5 model (Figune T) in which both LOL snd HIN. can
contribule to TICE. a metabaolically active pathway present in
mice and humans. LDL-TICE can be modulaled positively
by smitins xnd negatively by PCSKS. In addition, the multi-
dmug tanspoder ABCEI contribules i the luminal efflux of
cholesieral.

TICE has generslly been studied by injecting "H-cholastenl
ax part of inralipid emulsions. Owr studies demonstraie
that cholesierol present ss part of plasma Hpoprowins is
amenable o0 TICE. How do these Epoproteins contribule io
TICE? Studies in mice deficient for hepatic scyl-coenzyme
Accholesierol acylmansferase 1.° when hepatic cholesizral
cannot be esierified and siored, end recent findings i mice
with impaired hepatobiliory cholesteml exoretion’ suggest that
cholesieral is firdd deliversd 1o the liver befone being rerouled
o the iniestine for excretion. Our findings do not exclude
this possibility. However, our ex vivo experimenis reveal that
LIML and HIM. can direcily provide cholesizral o the intestine
for TICE. While this article was in prepamtion, Wrins et o
publishad o study swating that TICE is not medisted by HDL.
Orverall, the main poind of this article is thal TICE derived from
mdinlshelzd HIDL is moch lower then TICE measursd after
injection of "H-chalesieral diluted in & mixture of lipids. In
jparticuler, HIH -derived TICE ssems to be roughly 10 lower
than biliary cholesterol excretion. For comparison, the authors

I vivo
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B

TICE (PMiming 103 g B
)

ABCH1ab+
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Flgure 6. ABCE1 chosastonol flop pass confrinias o trorsinbestinal cholestonl aonstion (TICEL A, Feoal oholastonl axcretion wos maa-
morad I 15-wasi-oid Py alicls for sensiity bo the B sirain of Friand leukemia vires (FVE) conirol andl ASCE ot maks milos e 7-5 par
pgroupl. B, TICE was measurad in thoss animals sflar infacing 2.5 pC1 *H-oholcston cliubad In 20% endolipd. C, TICE was measorad in
axpinnts from mice of tha sama age and sax =€ apionts por cordition from§ micel. *H-cholesten diuied Inendolipkd was added to

tha basal chamber o delsmmina infiinl THZE for 30 minuies Aplcal medla was sefiched o new media with the seme compostion or oon-

APRCHIAS nhiblior PEC-833, and TICE was.

typa, Faknive 1o control o FSC-533) arbirary sct ot 1. Vaiuos reormsant

Imean:SEM. "Fa D8,
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Figure 7. Modal transinastinal cholastond axcretion (TICE) s an aciva matabolic pathway that invoives both low-dorsty Ipoprotain

LDL) ana high-canstty ipoprotain #4400 On the basal sida of proximal

LDL-macixiad TICE ks nducod by statins.

Fioating ortrocyias,
TICE Is repraszad by progeotoin converiasa subtiisn kaxin type 9 (FCSKD) In an LDLR fshion, but LDL-modimod TICE s prosont

LDLR-goncont mice

that undolined alomatvo pathway axists. The HDL recapton) responsibio of the HOL-madited TICE

remains 10 ba detarmingd. On tho apical Sdo, affiux of cholestarol is mediatod at laast by ATP-binding cassatic transporior GWATP-

binding cassatio transporior G2 (ABCONGE" and ABCE1aD.

determined that lipid emalsions contribole twice as muoch
to TICE compansd with hiliary excretion. Specific activity
in the bile was also 10x Jower when using HDI. comparad
with lipid emulsions, bot the doses of "H.CO injected wers
Sx keer Further, HDL-TICE was actually measurable and
unfortunately no othar lipoproteins, soch as LDL, were used
for comparison. Thus, we belisve that under the experimental
conditicns used by these imvestigators, HDL is much less
efficient than intmalipid.

In this study, we usd LDL and HDL. The imp e of

shown). However, we caanot exclude that TICE reached a pla-
teau in LDLR™ mice under Lovastatin. Thus, more work i
neadad to fully understand the relevance of the modulation of
LDLR w0 TICE

As discussed above, owr data show that modulation of
LDLR expression by PCSKY and statins affects TICE.
However, we were i to see that TICE was not
decreased in LDR™ mice. To explain these apparent con-
m&uoryﬁwhnp,wepmposeth&upukcdlmbylh
ine that contributes to TICE might involve several

triglycenida-rich lipoproteins or remmants in TICE was not
explored here. A study suggested that trighyceride-rich emul-
sion particles are not clearsd directly by the small intestine but
are rapidly tzken in by the liver.® Cholesterol is then secreted
into the plasma mainly on HDILY More experiments are
required o address the role of larger triglyceride-rich lipopro-
teims in TICE.

Using a genetic model (PCSK9+ mice) and pharmaco-
logical treatment (Lovastatin), we showed foc the first time
that TICE and cholesterolemia can be inversely related

chanisms. Comedulation of LDLR and TICE by PCSK9
and statins suggests that LDLR plays a role in TICE in WT
mice. However, in LDLR™ mice TICE is not reduced sug-
gesting that other unknowa mechanism(s) might hove been
upregulated 1o comp for genetic deficiency of LDLR.
T\zuumlmlhhohuvmshowngmm
gastrointestinal sterol cholesterol excretion in patients with
homazygous familial hypercholesterolemia and bile diver-
m’mmmd&hmnm:)wnuins\n

Lovastatin-treated and PCSK9 ™ .ipjected mice have low
plasma cholesterol and yet show increased TICE. Thus, TICE
does not seem to be a concentrution-dependent passive pro-
cess. This cbservation was further supported by ex vivo stud-
ies showing that TICE occurs at physiological semperatures
and in the pr of oxygen. Therefore, TICE seems 1o be
an active process.

We cbservad $hat Lovastatin increased LDI-derived TICE
in C5TBI&) mice. The effect of Lovastatin was also investi-
gated in parallel in LDLR™ mice and Lovastatin reproduc-
ibly failed to increase TICE in the absence of LDLR (data not

be clucidated. There ane several possible cundidates that can
be tesied in the future, MBI.D!RMFMHIMu
expressed in the intestine* the very low-density

receploe which is & also degraded by PCSK9,Y Sortlin 1,4
and proteoglycans.™ Of note, although apoll receptor low-
density lipoprotei pioc-related protein 1 does not clear
LDL onder normal conditices, LDLR™ mice do accumu-
late 2pok in their plasma and present with apoE on LDL*Y
Thus, it is possible that excess plasma apol: bound L.DL. after

their injection in LIDLR ™ mice.
Besides LIDL., we also show that HDIderived cholesteral
is akso amenable to TICE. It is unclear yet which receptor on
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the basclateral side medistes HIDL-TICE. Selective uplaks
of chalesierol esters from HDL is made passible by scav-
enger recepior Bl TICE has been found 1o be inoressed or
unchanged in SEB-1-- mice®® Another possible cniry geis
for HIN. cholesternl in TICE could be P2Y13eciol - ATP
synthase pathway,® althowgh il is unclear whether this path-
way is functicnal in the small intesting. (Obvicusly, more wark
is needed to answer thess questions.

Do date show that ABCH] contributes to TICE. It is unclear
why the effect ssen in vivo in the shsence of ransporier was
nod more proncwnced that thal seen ex vive with the nhibilor
Several human studies describe a link between cholesierol lev-
els and ARCE]! pene polymorphisms ™' (hwing in its apical
localion in enderocyies, i is lempling o speculaie that ABCHI]
could work additively or in synergy with ABCGSAGE trans-
porier 1o manage the luminal efflux of cholesterol It would be
wery inferesting to characterizre the effect of ABCH deletiond
imhibition in ACGSGE knockoul mice. Altopsther resuls
presenied here provide evidence ithet TICE is an active pro-
ce=s in human and in rodent indestine. Poriher, we identifisd
malecules thal could participale in this process.
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGEND

Fignre L Both LDL and HDL contribute to TICE

{A) CSTBIE] mouse proximal indestinal explants were mounted on Ussing Chambers. “H-
cholestery] oleate labelled LDL or HDL (H O0-LDL; or 'H CO-LDL: n=14-13 explants
from 7 mice per group) wer added to Krebs/glucose buffer in the basolateral chamber. Afer
30 min, TICE was determined by measuring the appearance of radioactivity in the apical
chamber filled with Kmebs buffer ennched with cholesterol  accepiors
{taurccholate/phosphatidy lcholine; TC/PC: 1002 mM). (B-E) Both LDL and HDL provide
cholesterol for TICE ia vive. NaCl, "H-LDL or "H-HDL were injecied in the penile vein of
C5TRI6 mice (&8 mice per group) and transintestinal *H-cholestero] excretion (TICE) was
measurad over 2 hours by intestinal canalation {cf. Figure 1C). (B) Cholestercl kevels and { I
*H-cholesterol were measured (n= 3-4 mice per group) during the course of the experiment
{C) Cholesterol distribution in various classes of lipoproteins was determined by Fast protein
liguid chromatography amalysis 15 min atier injection of the lipoproteins {pool of 3 mice). (E)
'H cholesterol in fractions of perfusion solation collected every 15 minuwes NS non
significant. Results are means + SEM.

Figure 1I. PCSKY deficiency stimulaies TICE.

{A-B) PCSKS (n=10) and PCSK?" in=13) mice received an infravenous injection of “H-
cholesterok LI at t = 0 min and TICE was measured over 2 hours. (A) Plasma cholestzrol
and {B) “H<cholesierol levels of PCSKS and PCSK9™ littermates hefore and after the
injection, {C-I) PCSKO (n=g) and PCSK9" (n=6) mice received an intravenous injection
of *H-cholesteryl oleate-1DL at t = 0 min and TICE was measured over 2 hours, (O Plasma
*H-Cholestery| oleate levels and (I§) TICE during the course of the experiment.

{E) Fecal cholestzrol ootput in PCSKS" mice. Food imtake, dried feces weight and fecal
cholesierol cuiput and cholesierol absorplion were determined in FCSKS and PCSKS™
litermates (n =6 per group) over 3 days. Data represent means + SEM. * p<(.05.

Figure 111 PCSEY modulates TICE in an LINLE dependent manner.

PCSKY" (n=6) and LDLR™ (n=T) mice received an intravenous injection of MaCl or 100ug
of mcombinant homan PCSKY protein at t=0. Sixty minuies later, mice wer injected with "H-
LI PFlasma “H-cholesterol levels in mice injecied or not with PCSKY. Valwes epresent
means + SEM.
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Figure I¥V. TICE in CSTRVA] mice upon lovastatin treatment.

C5TRI&] mice fed for 10 days with or withoot 0,2% lovastatin received an inlravenous
imjection of "MLDL at t = 0 min and TICE was measured over 2 hours. {A) Plasma
Cholesterol (C) Cholesterol content in FPLC fractons of mouse plasma st the end of the
treatment hefore measuring TICE (B) plasma “H -cholesterol during the course of the

expariment (n= 10-12 mice per group). Results mpresent means + SEM.

Figure ¥. TICE in CS7TEVE and LDLE mice.

TICE was measured in vivo with "H-LDL in C57BI&] and LDLRE" mice over 2 hours. {A)
Plasma Cholesterol and (B) plasma *H -cholesterol during the course of the experiment (r=
1012 mice per group). Results represent means + SEM.

Fignre VYL ABCE1a'b cholesterol Moppase contributes to TICE.

FVE and ABCE1a'b" received an intravenous imjection of *H-cholesterol diluted in endolipid
at t= 0 min and TICE was measured over 2 hours. (A) Plasma cholesterol and (B) plasma *H-
cholesterel during the course of the experiment (n= 6 mice per group). Resulis epresent
means + SEM.
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MATERIA L AND METHODS

Materials

Human PCSKY mecombinant protein was purchased from Cyclex (Nagano, Japan) L-
phosphatidylcholine, sodium taurocholate wene purchased from Sigma-Aldrich (Saint Quentin
Fallavier, France). “H-cholesterol and “H-cholesteryl oleate were obtained from Perkin Elmer
{France)., PSC-833 was purchased from RE&D System Europe (Lille, France ), Endolipid 20% was
provided by B. Braun Medical 5A {Boulogne, France).

Amimals & Dhet studies

PCSKES* and LDLRE™ mice wer parchased from Jackson Laboratories (Maine, USA). CSTBIG]
mice wer from Charles River Laboratory (1" Arbresle, France). ABCBE1a't" and FVE control
mice were purchased from TACONIC {Germantown, NY, USA). Mice had free acoess to food
and water under a 12-hour light! 1 2- hour dark cycle in a emperature-controlled environment All
animal studies were conducted on male mice and approved by the Ethic Committee for Animal
Experimentation of Pays de la Loire. For one study, C57BI6) and LDLR" mice were fed ad
libirwri a regalar chow diet (Safe A0S dict) supplemented or not with 0.2% (wt'wt) Lovastatin
{Scquoia Rescarch, CA, USA) for 10 days.

Lipoprotein purification and labeling

Human plasma (Etablissement Francais du Sang, Nantes, France) lipoproteins were isolated by
sequential ultracentrifugation using a LKB ultracentrifuge (RPS5T rotor at 40 000 rpm for 20 h
at 4°C) by adjusting densities to obtain individual lipoproteins (1,019, 1,063 and 1,21 g/ml. for
VLDL/IDL, LDL, HDL, mspectively) with NaCVNaBr solutions, Then, lipoprofcin fractions
wen dialysed against dialysed 3 times against a NaCl 0,15 M, KH:PC4 20 mM, EDTA 1| mM
buffer for 12 h at 4°C. Fast protein liquid chromatography analysis was performed at room
temperature to validaie the purity of cach lipoproicin fraction. As indicated, lipoprofcins wemr
gither incubated overnight at 4°C with free *Hcholesierol and LPDS (LipoProiein Depleted
Serum ) or ovemnight at 37°C with *H<cholesic iyl oleaie and LPDS.

Radiclahelling procedurs with "1 was performed according to the icdogen method modified by
Frakerct al.”. One mg LDL was labelled with 0,2mi T using 100mg iodogen for 30 min.
Unbound !I-I-ch.n'lcsla:ral, !'[-I-chulcsh:r_'fl oleale, Bl were removed using exclusion diffusion
column {Scphadex G25 - GE Healthcare, Fairficld, USA).

Mouse intestinal perfusion

Mlale mice were anesthetized with a ketamine'xylarine mix (P10 mg'Kg BW [P} and ploced
onto a heat pad. Perfusion solution composition as well as surgical procedures to realize bile duct
diversion and proximal intestinal cannulation was performed as described by Van der Velde et al
% The intestinal perfusion was initiated 15 minutes prior to injection of lipoproteins to verify that
surgical procedures did not cause luminal bleeding. Bile was diveried and collecied by
gravimetry. Proximal small imtestines (10 cm) wers perfused using a stable flux of 5 mbh, The
perfusion solution consisted of a modified solution of KREBS (11995 mmol/L. MaCl, 4,8
mmol'l. KCL 1,2 mmol/l. KHPOs, 1,2 mmol/l. MgS50s TH20, 15 mmol'L sulfonic acid 4-(2-
Hy drox yethy 1) 1-piperazineethane, 1,3 mmoll. CaCle.2H20 and 10 mmoVL L-glutamine ; pH
T.4) supplemented with taurocholate / phosphatidylcholine (10 mmolfL tavrocholate : 2 mmol/L
phosphatidylcholine) as cholesterol acceptors. “H-chokesterol, *H-chokesteryl olkeaic labeked
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lipoproteins (6. 10° and 1.10° CPM/mouse mspectively) or endolipid containing *H-cholesterol
(i ilig CPM/mouse ) were injecied via the penile vein. Blood samples were harvested at () 2, 30,
f0 and 120 minuies after injection to delermine plasma cholesterol and *H-cholesterol levels.
Intestinal perfusates were collected every 15 minutes over 120 mingtes, The results commespond
to the average of radioactivity measured in these collections.

TICE measurement in Ussing chambers

Proximal intestinal explants from C57BY6S mice and human jejunum were fived on sliders
(P2405 - physinlogic instruments) and then placed in Ussing chambers (F2400 - physiologic
instruments). Unkess specified in the legend, intestinal explants were incubated at 37°C in
presence of an oxygenated Krebs solution (NaCl 115 mM; NaHCOs 25 mM; E-HPOy 2.4 mb;
MgCl: 1,2 mM; CaClz 1,2 mM; KH:POy 04 mM) containing 10 mmoll. Glucose (basal
chamber) or 10mM Mannitol apical chamber. The apical chamber also contains cholesterol
acceptors (10 mM taurocholate, 2 mM phosphatidylcholing). *H-cholesterol labeled lipoproteins
{4.10f CPM/ml) were added to the basal chamber. The integrity of the intestinal explants was
deermined by verifying the absence of leakage of non-permeable 70kDa FITC-dextran beads
(Sigma-Aldrich, France) from the basal to the apical chamber. Medium in the apical chamber
was collected and renewed every 30 min Unless indicated, TICE represents the average of
radioactivity over 3 periods of 30 min. Eventually intestinal explants wene digested overnight at
37°C in an aquecus based solubilizer (Solvable - Perkin Elmer) in order to measume their
radinactive content.

Subjects: Human intestinal biopsies were obtained from patients undergoing bariatric surgery
(Roux-cn-Y gastric by-pass), with their informed consent and according to the French laws
(Mantes University Hospital 1D RCB: 2006- A0 96-45; Reference CPP 2006731 ; BRD: 0681,

Plasma cholesterol measurement
Flasma total Cholesterol concentrations were deermined using a commercially available kit
(BioMerieux, France).

Western blots

Intestinal mucosae were scraped and homogenized in a RIPA buffer containing protease inhibitor
cockiail {Roche Dhagnostic). Total Iysate proteins were resolved on MuPAGE 4-12% BisTrs
gels in MES 5DS buffer (Invitrogen) under reducing conditions and transfermed using Iblot
system omto a nitrocellulose membrane (Invitrogen). Membranes were probed with antibodies
raized against the mouse LDLE antibody (R&D Systems Europe, Lille, France) and cyclophilin
A (Millipore, France ). Immunoreactive bands were mevealed using the ECL plus kit (Amersham
Biosciences).

Cytotoxicity assay: Cytotoxicity was routinely measured wsing LDH cytoxicity assay kit in
apical medium {Abcam, Paris, France).

*H- Cholesterol measurement
Plasma (20 ul}, inkestinal perfusates {500 wl) and Ussing media (500 pl) wer: mixed with 5 ml of
liguid scintillation (ECOLITE, Perkin Elmer) and radiolabeled cholesterol levels werne assessed
by liguid scintillation counting.
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L LDL clearance

C5TBLA) or LDLR+- 12h-fasied anesthetized mice reoeived an intravencas injection of "1
labelled LML (10ug: 1252 CPM/ng). Blood was harvested at 2, 15 and 120 minutes after
injection. After two hours, mice were exsanguinated by puncturing the right atrium. Hean wen
perfused with 10 ml of saline to clear plasma "Habelled LDL associated with tisspes.
Thereafter, liver and small inkestine were harvested. Small intestine was divided in 3 egual
proximal, medial distal segments. Lumen of each segment was gently flushed with saline
solution. Plasma, liver and intestinal sepment radicactivity wemr measured with a
GammaCounter (1480 Wizard 300 Aoptomatic Gamma Counter, Wallac, Waltham,
Mlassachusetts, ISA).

Fecal chokeste rol excre tion

Food consumpdion over 3 days was measured by weight differcnce method. Feces was collected
every 24 h during the same period of time. Feces wer desiceated overnight and ground. One
hundred mg of feces wene resuspended in 2 ml H20 for 10 b at 4°C on a rotating wheel. Liguid
extraction with chloroformimethancl was performed overnight at 4°C on & rotating wheel,
Samples were centrifuged and the inferior phase containing the lipids was evaporated with N2
and dissolved in 100 pl ethanol {repeated agitation with a vorex over 8 hours) and sonicated for
5 min Cholesterol was messured in these extracts wsing a commercially available kit
(BioMemeux, France).

Cholestersl absorption me aswre me nit-Plasma dual Eotope ratio method

A feeding needke with round tip was inserted into the stomach of non-fasted mice, and cach
animal was given an intragastric bolus of 1 wCi [“'E'] cholesterol in olive oil. Under anaesthesia
1 i [!'H] cholesterol in Endolipid was injected via the penile vein. After dosing, mice wer
retumed o cages, where they were fiee to feed for an additional 3 days. Animals were then
anesthetized, and bled from the heart. Proportions of ['4C] cholesterol and [*H] cholesterol doses
mmaning in plasma at 3 days wemr defermined by liquid scintillation counting. The plasma ratio
of the 2 n;diulah:ls was used for calculating the percent cholesterol absorption as described
elsewhere .

Statistics
All results are mported as means + SEM. Statistical significance was analyzed using a noa-
parzmetric Mann-Whitney test. The values of p< 0.05 were considered as significant.
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ARTICLE 2

Manuscrit en Préparation

L’'EXCRETION TRANSINTESTINALE DE CHOLESTEROL EST INDUITE PAR LA DIOSGENINE CHEZ LES FEMELLES
DEFICIENTES EN RECEPTEUR AU LDL

Diosgenin Induced Transintestinal cholesterol excretion in LDL receptor deficient females
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Manuscrit en Préparation

L'EXCRETION TRANSINTESTINALE DE CHOLESTEROL EST INDUITE PAR LA DIOSGENINE CHEZ LES FEMELLES
DEFICIENTES EN RECEPTEUR AUX LDL

Diosgenin Induced Transintestinal cholesterol excretion in LDL receptor deficient females

RESUME

L’excrétion transintestinale du cholestérol (TICE) permet la fuite du cholestérol plasmatique via les cellules
intestinales, elle a été décrite comme la voie majoritaire d’élimination du cholestérol. A ce jour, les
modulateurs et les déterminants moléculaires impliqués dans cette voie restent largement inconnus. La
diosgénine est un stéroide végétal qui possede des propriétés hypocholestérolémiantes. Chez le rongeur, un
régime supplémenté en diosgénine induit une forte augmentation de I'excrétion fécale de cholestérol attribuée
a une stimulation de I'excrétion biliaire et a une inhibition de I'absorption intestinale du cholestérol.

Le but de cette étude a été de déterminer si I'action hypocholestérolémiante de la diosgénine pouvait
également étre due a une stimulation du TICE et si oui, d’identifier son mode d’action moléculaire.

Des souris sauvages C57BI/6 ou déficientes pour le récepteur au LDL ont été nourries pendant 10 jours avec un
régime standard enrichi ou non de 1% de diosgénine (wt/wt). La diosgénine ne modifie ni la prise alimentaire ni
le poids corporel des souris. Chez les souris sauvages, la diosgénine induit une hypocholestérolémie mais
n’affecte pas significativement le TICE en dépit d’'une tendance a 'augmentation. Chez les femelles LDLR KO, la
diosgénine réduit la cholestérolémie et stimule significativement le TICE. La diosgénine est en revanche sans
effet chez les males. Dans nos conditions expérimentales, nous avons constaté que la diosgénine induit une
hépatomégalie en partie attribuable a une accumulation de triglycérides. L’analyse transcriptionnelle du foie et
de l'intestin chez des souris sauvages montre que la diosgénine augmente I'expression de plusieurs genes
cibles du récepteur nucléaire PXR. Toutefois, la stimulation de |’excrétion fécale de cholestérol par la
diosgénine est comparable entre femelles sauvages et PXR KO. Les mécanismes moléculaires induits par la
diosgénine restent donc a étre déterminés.

En conclusion, nos données montrent pour la premiére fois que le TICE est induit par la diosgénine chez des
femelles hypercholestérolémiques. Notre objectif est a présent de définir son mode d’action et de mieux

comprendre les déterminants moléculaires impliqués dans la régulation du TICE.

Mots clés : TICE, diosgénine, cholestérolémie, excrétion biliaire du cholestérol, absorption intestinale du

cholestérol, dimorphisme sexuel.
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ABREVIATIONS

3H, tritium ; 14C, carbone 14 ; ABCA1, ATP-binding cassette, sous famille A, isoforme 1; ABCB1, ATP-binding
cassette, sous famille B, isoforme 1 ; ABCB4, ATP-binding cassette, sous famille B, isoforme 4 ; ABCG5/8, ATP-
binding cassette, sous famille G, isoforme 5/8 ; ADN, Acide désoxyribonucléique ; ARN, Acid ribonucléique ;
CAR, Constitutive Androstane Receptor; CD36, Cluster of Differentiation 36; Ci, Curie; CPM, Couts par
minute ; Cyp3A1ll, cytochrome P450 3A11 ; Cyp7A1l, cytochrome P450 7A1 ; Cyp2b10, cytochrome P450 2B10 ;
DIOS, Diosgénine ; dNTP, Deoxynucleotide ; DTT, dithiothreitol ; EDTA, Acide éthylene diamine tétracétique ;
ER, Récepteur aux estrogénes ; FAS, fatty acid synthase ; FPLC, Fast protein liquid chromatography ; HDL, High
density lipoprotein ; HMG-CoA réductase, 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A réductase ; KO, Knock-out ;
LDL, Low density lipoprotein ; LDLR, Récepteur aux LDL ; LXR, Liver X receptor ; MML-V RT, Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transcriptase ; NPC1L1, Niemann-Pick C1 Likel ; PBS, Tampon phosphate salin ; qPCR,
guantitative polymerase chain reaction; PCR, polymerase chain reaction; PCSK9, Proprotéine convertase
subtilisine/kexine de type 9; PPARS, Peroxisome proliferator-activated receptor delta; PXR, Pregnane X
receptor ; RNase, Ribonucléase ; RPM, Rotation par minute ; SCD-1, Stearoyl-CoA desaturase-1; SHP, small
heterodimer partner; SREBP1c, Sterol-responsive element-binding protein 1c; SREBP2, Sterol-responsive
element-binding protein 2 ; STD, standard ; TC/PC, Taurocholate / phosphatidylcholine ; TICE, Transintestinal
cholesterol excetion ; VLDL, Very low density lipoprotein ; WT, Wild type.
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INTRODUCTION

L’homéostasie du cholestérol au sein de lI'organisme est déterminée par une balance entre l'apport, la
synthese, 'utilisation et I’élimination du cholestérol. Le foie est capable de synthétiser et de prendre en charge
le cholestérol alimentaire pour I'empaqueter au sein des lipoprotéines et de le distribuer aux tissus
périphériques. Il va également étre capable de recevoir le cholestérol des lipoprotéines et de I'excréter dans la
bile. Le foie n’est pourtant pas le seul organe a avoir un réle majeur dans le métabolisme du cholestérol,
I'intestin a aussi une place capitale dans le maintien de son homéostasie. En 2007, Van der Velde et al. ont mis
en évidence qu’en plus de la fonction importante de I'intestin dans I'absorption du cholestérol, cet organe est
capable d’excréter du cholestérol pour son élimination fécale. L'excrétion transintestinale du cholestérol (TICE)
permet |'élimination du cholestérol plasmatique par une voie complémentaire de la voie hépatobiliaire [1].
Malgré son importance, cette voie est relativement peu caractérisée. Chez la souris, le TICE est maximal au
niveau de la partie proximale de l'intestin [1] et il représente 33% de I'excrétion fécale de cholestérol a I'état
basal [2]. La présence d’accepteurs de cholestérol dans la lumiére intestinale, un mélange d’acides biliaires et
de phospholipides stimule le TICE. Au niveau moléculaire, au sein de la membrane basolatérale des
entérocytes, nous avons précédemment montré que le récepteur aux lipoprotéines de faible densité (LDLR) est
impliqué mais non limitant dans le TICE a partir du LDL-cholestérol plasmatique [3]. Au sein de la membrane
apicale des entérocytes, I’hétérodimeére ATP binding cassette G5 et G8 (ABCG5/G8) [2] et le transporteur
ABCB1 [3] semblent impliqués dans l'efflux du cholestérol pour le TICE. Différentes études ont montré
I'inductibilité du TICE par I'activation des récepteurs nucléaires LXR (Liver X Receptor) et PPARS (Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor delta) [4][2], par des régimes alimentaires [5][6] ou encore par différents
composés pharmacologiques [7][3]. Malgré ces résultats importants, les études actuelles ne permettent pas
d’établir un mécanisme moléculaire clair pour le TICE et sa régulation. La compréhension des mécanismes mis
en jeu dans cette nouvelle voie d’épuration du cholestérol plasmatique est pourtant cruciale et pourrait a
terme offrir une alternative thérapeutique pour lutter contre I’hypercholestérolémie.

La diosgénine est un stéroide végétal présent dans plusieurs especes végétales dont I'igname et classiquement
utilisé en médecine traditionnelle asiatique. Cette molécule est connue pour ces propriétés
hypocholestérolémiantes, démontrées chez le rat [8] et chez la souris [9]. La diosgénine stimule I'excrétion
fécale de cholestérol cependant, cet effet ne passe pas uniquement par I'inhibition de NPC1L1 (Niemann-Pick
C1-Like 1) [10], protéine limitante responsable de I'absorption intestinale du cholestérol [11]. L’hétérodimere
ABCG5/G8 est indispensable pour I'excrétion hépatobiliaire du cholestérol [12][13]. Il est aussi nécessaire pour
I'induction de I'efflux du cholestérol dans la bile suite a un traitement avec la diosgénine méme si la diosgénine
n’a pas d’effet sur I'expression d’ABCG5/G8 au niveau hépatique [14]. L'effet hypocholestérolémiant de la
diosgénine ainsi que les mécanismes responsables de I'augmentation de I'excrétion fécale des stérols neutres
sans modification de I'"élimination des acides biliaires sous diosgénine [8, p. 197][10] reste a ce jour largement

incompris. L'implication de la diosgénine dans le TICE reste a déterminer.
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Afin de caractériser I'effet de la diosgénine sur I'absorption et la contribution relative des voies biliaire et
intestinale d’excrétion du cholestérol chez des souris males et femelles normo- et hypercholestérolémiques,
des souris C57BI/6 sauvages ou déficientes pour le récepteur aux lipoprotéines de faible densité (LDLR) ont été
nourries pendant 10 jours avec un régime supplémenté ou non en diosgénine 1% (wt/wt). Par une technique
précédemment décrite de mesure du TICE in vivo [3], nous montrons que la modulation pharmacologique du
TICE par la diosgénine induit une modulation du TICE dépendante du sexe et de I'état physiopathologique

normo- ou hypercholestérolémique de la souris.

106



MATERIELS ET METHODES

Animaux et régime

Les souris sauvages C57BL/6 (Charles River, I’Arbresle, France) et les souris déficientes pour le LDLR (Jackson
laboratories, Maine, USA) ont été hébergées dans des cages plastiques sous température (21,5°C) et
hygrométrie régulées, avec un cycle nycthéméral de 12h de jour / 12h de nuit dans une animalerie dépourvue
de pathogénes. Les souris ont été nourries ad libitum avec un régime standard (Safe, régime A03, 0,015% de
cholestérol) avant une supplémentation en diosgénine et ont un acces libre a I'eau de boisson. A I'adge de 8
semaines, les souris sauvages C57BL/6 ou déficientes en LDLR ont regu un régime supplémenté avec 1%
(wt/wt) de diosgénine. La diosgénine (42499, pure a 99%, Sigma-Aldrich, France) a été incorporée au régime
standard par la société SAFE. Les conditions d’hébergement ainsi que I'ensemble des expérimentations
réalisées sur les souris ont été validées par le comité d’éthique en expérimentation animale des Pays de la

Loire.

Mesure de la prise alimentaire, de I’excrétion fécale de cholestérol et de I'absorption intestinale du
cholestérol

Les souris sont hébergées dans des cages individuelles pendant 10 jours et regoivent un régime standard ou
supplémenté avec 1% de diosgénine (wt/wt). Au cours des trois derniers jours de régime, I'intégralité des féces
produites en 24h est récupérée et la nourriture est pesée afin de déterminer la prise alimentaire quotidienne.
Le dernier jour, les souris sont anesthésiées, pesées et euthanasiées par exsanguination. Les féces sont
lyophilisées puis stockées a -80°C. Une extraction lipidique des feces est réalisée par saponification.
Brievement, les féces sont pesées puis broyées. Deux millilitres d’eau distillée sont ajoutés a cent milligrammes
de feces. Deux mlillilitres d’éthanol absolu sont ajoutés au mélange puis 400 pl de NaOH 10N. Le mélange est
ensuite chauffé a 95 C° pendant 2 heures, durant lesquelles il est vortexé toutes les 15 min. La solution est
ensuite laissée a température ambiante pendant 30 min puis 3 ml d’eau distillée et 6 ml d’hexane sont ajoutés
avant de mélanger la solution. La phase supérieure, correspondant a la phase hydrophobe, est récupérée puis
déposée dans un nouveau tube. Une seconde extraction est réalisée selon la méme procédure que I'étape
précédente. Le pool des deux solutions récupérées est séché sous azote a 50 C° puis resuspendu dans 500 pl
d’isopropanol. Un dosage de cholestérol est enfin effectué sur les échantillons (Cholestérol RTU ref. : 61 218/61

219, Biomérieux, France).

Mesure de I’absorption intestinale de cholestérol

Aprés 10 jours de régime standard ou supplémenté en diosgénine 1%, les souris regoivent une injection
intraveineuse d’un microcurie (uCi) de *H-cholestérol dilué dans une solution micellaire commerciale (Intralipid
20%, Fresenius, France) puis un gavage d’un uCi de “C-cholestérol dilué dans 200 ul d’huile d’olive. Trois jours
apres I'administration des traceurs, les souris sont anesthésiées puis euthanasiées par exsanguination. Le

plasma est obtenu en centrifugeant les prélevements sanguins a 6000 RPM pendant 5 minutes a 4°C. Les
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guantités de “c-cholestérol et de *H-cholestérol sont déterminées a I'aide d’un compteur de radioactivité a
scintillation liquide (Hidex 300SL, Sciencetec, France) aprées avoir ajouté 5 ml de scintillant (ECOLITE, Perkin
Elmer, France).

Le pourcentage de cholestérol absorbé est calculé selon la formule : % absorption du cholestérol = (% de la

dose intragastrique de Yc-cholestérol / % de la dose intraveineuse de 3H-cholestérol) x 100.

Dosage plasmatique et hépatique des triglycérides et du cholestérol

Avant et 10 jours aprés la mise sous régime, 50 pl de sang sont prélevés a la veine de I'extrémité de la queue de
chaque souris et collectés dans un tube EDTA. Le sang est centrifugé 5 minutes a 6 000 RPM a 4°C pour ne
récupérer que le plasma. Les dosages du cholestérol (Cholestérol RTU ref. : 61 218/61 219, Biomérieux, France)
et des triglycérides (TG PAP 150 ref. : 61 236, Biomérieux, France) plasmatiques sont réalisés a I'aide de kits
commerciaux.

L’analyse du contenu hépatique en triglycérides et en cholestérol est réalisé de la maniere suivante : apres
pesée et euthanasie de I'animal, le foie est récupéré, pesé et rapidement congelé dans de I'azote liquide puis
stocké a -80°C. L'extraction lipidique est réalisée a partir d’'un fragment d’environ 100 mg du grand lobe
hépatique. Aprés broyage (polytron® PT2500E, Kinematica AG) dans 2 ml d’eau distillée, 400 pl de NaOH 10N et
2 ml d’éthanol absolu sont ajoutés a I’'homogénat. Le mélange est ensuite chauffé a 95 C° pendant 2 heures,
durant lequel il est homogénéisé toutes les 15 min. La solution est ensuite laissée a température ambiante
pendant 30 min puis 3 ml d’eau distillée et 6 ml d’hexane sont ajoutés avant de mélanger la solution. La phase
supérieure, correspondant a la phase hydrophobe, est récupérée puis déposée dans un nouveau tube. Une
seconde extraction est réalisée selon la méme procédure que I'étape précédente. Le pool des deux solutions
récupérées est séché sous azote a 50 C° puis resuspendu dans 500 pl d’isopropanol. Un dosage de cholestérol

est effectué sur les échantillons (Cholestérol RTU ref. : 61 218/61 219, Biomérieux, France).

Analyse du profil lipoprotéique par chromatographie en phase liquide (FPLC)

A l'aide d’un system de FPLC (AKTAFPLC, GE Healthcare, USA) équipé de deux colonnes d’exclusion (superose 6,
GE Healthcare, USA), les différentes classes de lipoprotéines des pools d’échantillons plasmatiques sont
séparées selon leur taille. L’analyse est effectuée a partir d’'un échantillon de pool plasmatique de 250 pl et
I’élution est ensuite réalisée avec un tampon FPLC (1 mM d’EDTA, 0,9% NaCl, 0,02% NaN;, pH=8,2). La quantité
de cholestérol et de triglycérides associée aux fractions est dosée a I'aide de kits commerciaux (Cholestérol

RTU, TG PAP 150, Biomérieux, France).

Séparation et radiomarquage des LDL humaines

Les lipoprotéines de plasma humain (Etablissement Frangais du Sang, Nantes, France) sont isolées par
ultracentrifugations séquentielles via une ultracentrifugeuse (Rotor RP55T, 40 000 RPM, 20 heures a 4°C) par
ajustement des densités avec des solutions de NaCl/NaBr (respectivement 1,019, 1,063 et 1,21 g/ml pour les

lipoprotéines de trés faible densité (VLDL) et les lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL), les lipoprotéines
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de faible densité (LDL) et les lipoprotéines de haute densité (HDL)). Les fractions lipoprotéiques obtenues sont
ensuite dialysées 3 fois contre un tampon de NaCl 0,15 M, KH,PO, 20 mM, EDTA 1 mM pendant 12 heures a
4°C. Une analyse par FPLC est alors réalisée a température ambiante pour valider la pureté de chaque fraction
lipoprotéique isolée.

Le marquage de la fraction de LDL s’effectue selon la procédure suivante : le cholestérol tritié (Perkin Elmer,
France) est additionné a un mélange de HDL et LPDS (sérum délipidé), obtenu par ultracentrifugation, puis
incubés a 37 C° sur la nuit, sous agitation. Les LDL sont ajoutées au mélange puis apres avoir été incubées a 37
C° sous agitation durant 6 heures, la solution est dialysée pendant 12 heures dans un tampon de dialyse (NaCl
87,66 g/l; EDTA 7,49 g/l ; KH2PO4 27,21 g/l ; pH = 7,2) a 4C°, sous agitation. Afin de récupérer les LDL, la
densité de la solution est ajustée avec des sels de NaBr (1,063 pour les LDL). Les LDL sont alors isolées par
ultracentrifugation via une ultracentrifugeuse (TL100, a 110 000 RPM, 6 heures a 10°C). Les LDL récupérées
sont condensées (Amicon® Ultra-4, Millipore, USA) par centrifugations successives (Sigma, 4 000 RPM, 3 x 10
minutes a 4C°). Les LDL sont ensuite passées sur des colonnes d’extrusion / diffusion (Sephadex™ G-25 PD10,
GE healthcare, USA) pour éliminer le cholestérol tritié non incorporé dans les LDL. Afin d’éliminer le NacCl
restant, les LDL peuvent étre recondensées. Dix microlitres de LDL sont ajoutés a 5 ml de scintillant (ECOLITE,
Perkin Elmer, France) afin d’évaluer la radioactivité de I’échantillon source de *H-cholestérol LDL. Des dosages
de I"’Apo B et de I’Apo Al sont réalisés a I'aide de kits commerciaux (Apolipoprotein Al and B tests LP 3023,
Randox Laboratories Ltd., UK) sur I’échantillon source de *H-cholestérol LDL obtenu afin de confirmer la seule

présence de I’Apo B marqueuse de LDL.

Mesure du TICE in vivo : perfusion intestinale chez la souris

Les souris sont anesthésiées par injection intrapéritonéale d’un mélange Ketamine / Xylazine (90/10 mg/kg de
poids corporel) puis disposées en décubitus dorsal sur un tapis chauffant. La procédure chirurgicale permettant
la dérivation biliaire et la canulation de l'intestin proximal est réalisée selon la procédure précédemment
décrite par Van der Velde et al. [1]. La perfusion intestinale est initiée 15 minutes avant l'injection de *H-
cholestérol LDL afin de vérifier que I'intervention chirurgicale n’a pas causé de saignements qui pourraient
contaminer les perfusats intestinaux. La bile est dérivée et collectée par gravimétrie. L'intestin proximal (10
premiers centimeétres sous l'arrivée du canal cholédoque) est perfusé a un flux stable de 5 ml/heure. La
solution de perfusion est composée d’une solution de Krebs (119,95 mmol/L NaCl, 4,8 mmol/L KCI, 1,2 mmol/L
KH,PO,, 1,2 mmol/L MgSO,. 7H20, 15 mmol/L acide sulfonique 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethane, 1,3
mmol/L CaCl2 . 2H20 et 10 mmol/L L-glutamine; pH final a 7,4) supplémentée avec un mélange de
taurocholate / phosphatidylcholine (10 mmol/L L-glutamine : 2 mmol/L phosphatidylcholine) comme accepteur
de cholestérol. Le *H-cholestérol LDL (6.10° CPM/ souris) est injecté via la veine pénienne. Des échantillons
sanguins sont collectés a 0, 2, 30, 60 et 120 minutes apreés l'injection afin de déterminer la cholestérolémie et
les niveaux de *H-cholestérol plasmatiques. Les perfusats intestinaux sont collectés toutes les 15 minutes sur
120 minutes. Les résultats présentés correspondent a la moyenne de la radioactivité mesurée dans les

perfusats intestinaux.
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Mesure du *H-cholestérol
Le plasma (20 pL) et les perfusats intestinaux (500 pL) sont mélangés a 5 mL de liquide de scintillation (ECOLITE,
Perkin Elmer, France) et la radioactivité associée est déterminée a I'aide d’'un compteur a scintillation liquide

(Hidex 300SL, Sciencetec, France).

Extraction d’ARN et analyse de I'expression génique

Les ARN totaux ont été isolés a partir d’échantillons de foie et de muqueuse de I'intestin proximal a I'aide du kit
Nucleospin® RNA Il (Macherey-Nagel, Allemagne) selon les recommandations du fournisseur. Les ARN totaux
sont dosés puis retro-transcrits en ADN complémentaires (ADNc). 500 ng d’ARN sont ajoutés a 375 ng
d’amorces aléatoires puis de I’eau sans RNase est ajoutée afin d’atteindre un volume de 15 pL. Le mélange est
chauffé a 68°C pendant 5 minutes puis directement placé dans de la glace. Un mélange de retro-transcription
est préparé en ajoutant 2 pL d’une solution de quatre desoxyribonucléotides 10mM (dNTPs) a 3 uL de
dithiothréitol 0,1 M (DTT), 2 uL d’eau RNase free, 1 uL d’un inhibiteur de ribonucléase (RNase out), 1 uL de
reverse transcriptase virale d’origine murine (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase MML-V
RT) et a 6 uL de tampon 5X. Quinze microlitres du mélange de rétro-transcription sont ajoutés aux solutions
d’ARN et incubés a 42°C pendant 1 heure. Les ADNc obtenus sont dilués au 1/12 avec de I'eau stérile. Des
aliquotes de 2,5 pl 'ADNc sont déposés en triplicatas sur une plaque 96 puits dédiée. Une solution de Q-PCR
est préparée a partir de 500 pL de sybergreen (MESA GREEN gPCR MasterMix Plus ref :RT-SY2X-03+WOU,
Eurogentec), 275 plL d’eau stérile, 50 puL d’amorces sens et 50 pL d’amorces antisens (Eurogentec). Un aliquote
de 17,5 pl de cette solution est ajouté a I’ADNc. La mesure de la fluorescence émise par le sybergreen,
proportionnelle aux nombres d’amplicons, est effectuée a I'aide d’un thermocycleur (steponePlus™, Applied

Biosystem). La cyclophiline est utilisée comme géne de référence pour ces études.

Statistiques
Les données sont présentées sous la forme de la moyenne plus ou moins I’écart standard a la moyenne (S.E.M).
La significativité statistique est analysée par un test non paramétrique de Mann-Whitney. Les valeurs de p <

0,05 sont considérées comme significatives.
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RESULTATS

La diosgénine n’affecte ni la prise alimentaire ni le poids corporel des souris sauvages

La prise alimentaire des animaux a été déterminée en mesurant quotidiennement la nourriture consommeée sur
les 3 derniers jours de régime. La prise alimentaire des souris sauvages soumises a un régime supplémenté de
diosgénine 1 % (wt/wt) est inchangée par rapport a des souris sous régime standard. Le poids moyen des souris
du groupe standard par rapport a celui des souris sous diosgénine 1%, chez des souris sauvages C57Bl/6 males
ou femelles n’est pas significativement différent. Un régime de 10 jours contenant 1% de diosgénine n’influe

donc pas sur le poids de I'animal (Tableau 1).

C57BI/6 sauvages Males Femelles

Régime STD DIOS STD DIOS
Prise alimentaire (g/jour) 3,67 £0,09 3,60+0,14 3,76 £ 0,06 3,64 £ 0,08
Poids corporel (g) 21,30+0,34 22,20+0,43 18,70+ 0,23 18,60 + 0,27

Tableau 1. Effet de la diosgénine sur la prise alimentaire et le poids des souris C57Bl/6 sauvages.

Les résultats sont représentés sous forme de moyennes t S.E.M., n = 8 dans chaque groupe.

La diosgénine réduit la cholestérolémie et stimule I’excrétion fécale de cholestérol chez des souris sauvages

On n’observe pas de différence de cholestérolémie chez des animaux sous régime standard entre le point initial
et aprés 10 jours de régime. En revanche, la diosgénine réduit significativement la cholestérolémie (Figure 1A)
de 19% chez les males et de 30% chez les souris femelles. L'effet hypocholestérolémiant de la diosgénine est
associé a une augmentation de I'excrétion fécale du cholestérol (Figure 1B). Des souris femelles sauvages
C57BI/6 placées en cages individuelles pendant 3 jours et soumises a un régime supplémenté en diosgénine
présentent une quantité moyenne de cholestérol dans leur feces plus importante (+ 130%) que des animaux
sous un régime standard. Nos observations sont en accord avec des résultats précédemment publiés [10].
Cette différence est retrouvée chez les males (+ 125% par rapport aux contréles). Par ailleurs, la diosgénine n’a

pas induit de modification de la production des feces chez les animaux.

La diosgénine réduit I’'absorption intestinale du cholestérol chez les femelles sauvages

La diosgénine ne parvient pas a stimuler le TICE (Figure 1C) chez les souris sauvages C57BI/6. Néanmoins, les
animaux males ou femelles recevant un régime supplémenté en diosgénine présentent une tendance a
I'augmentation de I’excrétion transintestinale du cholestérol par rapport a des animaux sous régime standard
(+ 35% p=0,11 pour les males et + 35% p=0,35 pour les femelles). De plus, la diosgénine stimule I'expression de
génes impliqués dans le TICE au niveau de I'intestin. Chez des souris femelles sauvages C57Bl/6, I'expression
génique du LDLR, qui permet le captage des LDL plasmatiques et qui est impliqué dans le TICE [3], est

fortement accrue au niveau de la muqueuse intestinale (+93%) sous un régime supplémenté en diosgénine par
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comparaison au régime standard (Figure 1D). Le gene ABCB1a, impliqué dans I'export du cholestérol pour le
TICE au niveau de la membrane apicale des entérocytes [3], est significativement augmenté de 71% sous
diosgénine (Figure 1D). L’expression d’ABCG5/G8, qui joue un réle dans le TICE en assurant 40% [2] de I'export
apical du cholestérol, n’est pas modifiée dans I'intestin (Figure 1G).

L'excrétion biliaire suit les mémes tendances que le TICE (Figure 1E) méme si la diosgénine ne parvient pas a
stimuler significativement I'excrétion biliaire chez les souris sauvages C57BI/6.

La diosgénine diminue I’absorption intestinale de cholestérol chez des souris femelles sauvages C57BI/6,
indépendamment de I'expression des principaux génes connus de I'absorption entérocytaire du cholestérol. En
effet, nous montrons via une technique de double marquage que I'absorption intestinale du cholestérol est
réduite chez des souris femelles sauvages C57BI/6 soumises a un régime supplémenté en diosgénine par
rapport a des souris sous un régime standard. Le pourcentage moyen d’absorption intestinale de cholestérol
passe de 40,8 £ 8,9 % sous un régime standard a 18,3 + 6,0 % sous diosgénine chez les femelles sauvages
C578I/6 (Figure 1F). Nous n’avons pas observé de différence sur la prise alimentaire entre les animaux sous
diosgénine et les animaux sous régime standard. Chez les souris femelles sauvages, I'expression génique des
deux transporteurs clés de "absorption intestinale du cholestérol, i.e. NPC1L1 et I'hétérodimére ABCG5/GS,
n’est pas modifiée par la diosgénine (Figure 1G).

Chez les souris sauvages males, la diosgénine n’induit pas de modification de I'absorption intestinale du
cholestérol (Figure 1F). Il a toutefois été précédemment reporté une baisse de I'absorption du cholestérol en

fonction de la quantité de diosgénine présente dans la nourriture chez des rats males [8].
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Figure 1 : Effet de la diosgénine sur (A) la cholestérolémie, (B) I'excrétion fécale de cholestérol, (C) I'excrétion
transintestinale de cholestérol, (D) I'expression relative des genes impligués dans le métabolisme des lipoproteines dont
le TICE, (E) I'excrétion hiliaire de cholestérol tritié et d’acides hiliaires tritiés, (F) I'absorption intestinale de cholestérol,
(G) I'expression relative des génes impliqués dans 'absorption intestinale de cholestérol chez des souris C57Bl/6
sauvages. Les résultats sont représentés sous forme de moyennes £+ S.EM., n=8 (A, C, E) et 5 (B, D, F, G) dans chaque
groupe.
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La diosgénine affecte la cholestérolémie chez les souris femelles déficientes pour le LDLR en réduisant
spécifiguement les concentrations circulantes de LDL cholestérol

Chez les souris femelles LDLR KO, la diosgénine réduit significativement la cholestérolémie de 20% (Figure 2A).
L’analyse quantitative par FPLC des lipoprotéines plasmatiques met en évidence que la diosgénine diminue
spécifiguement les concentrations plasmatiques en LDL cholestérol par rapport aux controles (Figure 2B). Chez
les males LDLR KO, la diosgénine n’a pas d’effet hypocholestérolémiant (Figure 2C). L'analyse du profil
lipoprotéique par FPLC chez ces animaux montre que la diosgénine induit une réduction du LDL cholestérol

plasmatique mais également une augmentation de la concentration en VLDL cholestérol (Figure 2D).

La diosgénine stimule le TICE et I'excrétion biliaire chez des souris femelles LDLR KO

Comme observé chez des souris normocholestérolémiques, les femelles hypercholestérolémiques déficientes
pour le LDLR sous régime supplémenté en diosgénine présentent une quantité moyenne de cholestérol dans
leurs féces augmentée de 2,7 fois par rapport a des animaux soumis a un régime standard (Figure 3A).

Chez ces souris, une part des effets hypocholestérolémiants de la diosgénine peut étre expliquée par la
stimulation du TICE et de I'excrétion biliaire. La diosgénine induit significativement le TICE de 52,7 % (Figure 3B)
et I'excrétion biliaire de cholestérol et d’acides biliaires tritiés de 2,6 fois (Figure 3C) chez les femelles
déficientes en LDLR par rapport a des souris sous régime standard.

La diosgénine diminue I'absorption intestinale de cholestérol chez des souris femelles déficientes en LDLR
(Figure 3D). Le pourcentage moyen d’absorption intestinale du cholestérol passe de 42,2 + 9,4 % sous un

régime standard a 26,3 + 3,9 % sous diosgénine.
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Figure 2 : Effet de la diosgénine sur (A, C) la cholestérolémie et (B, D) le profil FPLC lipoprotéique chez des souris déficientes
pour le LDLR (LDLR KOQ). Les résultats sont représentés sous forme de moyennes £ S.EM., n=8
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Figure 3 : Effet de la diosgénine sur (A) I'excrétion fécale de cholestérol, (B) I'excrétion transintestinale de cholestéral, (C)
I'excrétion biliaire de cholestérol tritié et d’acides biliaires tritiés et (D) I'absorption intestinale de cholestérol chez des
souris femelles déficientes pour le LDLR (LDLR KO}. Les résultats sont représentés sous forme de moyennes £ S.E.M., n = 8.
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La diosgénine provoque une hépatomégalie et une stéatose hépatique

Les souris femelles sauvages C57BI/6 présentent une forte augmentation du poids du foie sous diosgénine
apres 10 jours de régime par rapport a des souris sous régime standard (Figure 4A). Cet accroissement est en
partie d( a une accumulation du cholestérol et des triglycérides au niveau hépatique. Le contenu hépatique en
cholestérol et en triglycérides tend a étre augmenté de + 44% (p=0,15) (Figure 4B) et de + 87% (p=0,07) (Figure
4C) respectivement.

Afin de caractériser I'accumulation lipidique au niveau hépatique des animaux sous diosgénine, nous avons
évalué I'expression de genes impliqués dans I’'hépatomégalie. L’analyse de I'expression génique montre une
augmentation de la transcription de génes impliqués dans la stéatose hépatique suite a un régime supplémenté
en diosgénine chez les femelles sauvages C57BI/6 (Figure 4D). L’expression des génes codant LXR et SREBP1c
(Sterol-Reponsive Element-binding protein 1c) n’est pas induite sous diosgénine cependant, I'expression de
deux des génes cibles de SREBP1c est augmentée : le géne responsable de la synthése des acides gras, la FAS
(Fatty Acid Synthase) (+106%) et le transporteur d’acides gras CD36 (Cluster of Differentiation 36) (+87%).

La cycline D qui est impliquée dans le cycle cellulaire, est augmentée de 188%. Elle peut étre un marqueur de la

prolifération des cellules hépatiques (Figure 4D).
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Figure 4 : Conséquence de 10 jours de régime diosgénine 1% sur (A) le poids du foie, (B) le contenu hépatique en
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La diosgénine module I’expression hépatique de génes impliqués dans le métabolisme du cholestérol et des
acides biliaires chez des souris femelles sauvages C57BI/6

Nous avons évalué I'effet de la diosgénine sur I'expression hépatique de génes cibles de FXR (Farnesoid X
Receptor) (Figure 4E) et de LXR (Figure 4G). Ces récepteurs nucléaires jouent en effet un role central dans le
métabolisme du cholestérol et des acides biliaires. L’expression des génes cibles de FXR, la CYP7A1
(Cytochrome P450 7A1), enzyme limitante de la synthése des acides biliaires a partir du cholestérol, est
significativement induite en réponse a la diosgénine chez les souris sauvages. Cependant, ceci ne semble pas
di a une modification de I'expression du récepteur nucléaire FXR ou de son inhibiteur physiologique, SHP
(Small Heterodimer partner) dont les expressions sont inchangées. Sur I'expression des génes cibles de LXR, la
diosgénine ne modifie pas I'expression hépatique de I'hétérodimére ABCG5/G8 ni d’ABCA1 chez des souris
femelles sauvages C57BI/6. L’expression de SREBP2 (Sterol-Reponsive Element-binding protein 2), géne clé de
la régulation du cholestérol, du LDLR et de son inhibiteur physiologique PCSK9 (Proprotein convertase
subtilisin/kexin type 9), n’est pas modifiée sous un régime supplémenté en diosgénine. Enfin, la diosgénine

stimule I'expression d’ABCB1 (Figure 4F) qui est impliqué dans la sécrétion biliaire [15].

Mécanismes moléculaires impliqués dans I'effet transcriptionel de la diosgénine

Au niveau hépatique, la diosgénine induit I'expression des genes ABCB1 et CYP2B10 (Cytochrome P450 2B10)
mais aussi CYP3A11 (Cytochrome P450 3A11) (Figure 4F) comme précédemment montré [14]. Ces genes sont
impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques et sont des cibles du récepteur nucléaire PXR (Pregnane X
Receptor).

Afin de tester directement l'implication de PXR dans la réponse hypocholestérolémiante induite par la
diosgénine chez la souris, nous avons mesuré I'excrétion fécale de cholestérol et le poids du foie chez des
souris femelles déficientes en PXR nourries avec un régime supplémenté en diosgénine. Les souris sauvages
soumises a un régime supplémenté en diosgénine présentent une quantité moyenne de cholestérol excrété
dans les feces supérieure aux souris nourries avec un régime standard de + 181%. Cet effet est maintenu
(+130%) chez des souris déficientes en PXR (Figure 5A). Par ailleurs, le poids du foie des souris femelles
sauvages et déficientes en PXR est tres significativement augmenté par la diosgénine aprés 10 jours de régime
(Figure 5B). Ensemble, ces résultats suggerent que l'augmentation de I'excrétion fécale de cholestérol et

I’hépatomégalie observées sous diosgénine ne sont pas dépendantes de PXR.
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DISCUSSION

La diosgénine est un stéroide végétal qui présente des propriétés hypocholestérolémiantes dans de nombreux
modeles [16][10][14]. Récemment, une étude s’est intéressée a ses mécanismes d’action et montre que la
diosgénine réduit la cholestérolémie et stimule I'excrétion fécale de cholestérol via une réduction de
I'absorption intestinale de cholestérol et une augmentation de I’excrétion biliaire de cholestérol [10]. L’objectif
de cette étude est de caractériser I'effet d’un stéroide végétal, la diosgénine, sur le TICE.

Dans un premier temps, nous avons testé |'effet de la diosgénine sur des souris sauvages C57BI/6
normocholestérolémiques. Nous avons confirmé |'effet hypocholestérolémiant de la diosgénine, déja décrit
chez des rats albinos males par Cayen et al. [8], chez des souris males CRJ :CD-1, par Uchida et al. [9] et chez
des souris femelles C57BI/6, par Temel et al. [10]. Contrairement a Uchida et al. qui observent une diminution
de la prise alimentaire chez des souris nourries avec un régime contenant aussi 1% de diosgénine, en particulier
en début de régime et une perte de poids significative de 8% par rapport aux souris contréles [9], nous n’avons
pas mis en évidence de modification du poids ni de prise alimentaire chez nos souris. Cette différence peut
peut-étre s’expliquer par le fait que nos souris ne sont pas du méme fond génétique (CRJ :CD-1 vs C57BL6). Une
autre cause possible est que la diosgénine utilisée est différente entre nos deux laboratoires. La diosgénine
utilisée par I'équipe japonaise est pure a 83,5% (SDF 1767, Wako Chemical Industries, Japan,) alors que la
diosgénine que nous avons utilisée est pure a 99% (D1643, Sigma-Aldrich, Germany). Nos données confirment
également une augmentation significative de I'excrétion fécale de cholestérol chez les males et les femelles
sauvages C57BI/6 sous diosgénine. Chez les femelles, ces effets sont en partie attribuables a la réduction de
I'absorption intestinale du cholestérol. Néanmoins, on observe a la fois chez les males et les femelles une
tendance non significative a I'augmentation de I'excrétion biliaire et transintestinale de cholestérol tritié
d’origine plasmatique. Il est important de noter que nos mesures de TICE sont réalisées sur une période de 2
heures apres une injection intraveineuse de *H cholestérol. Il serait intéressant de tester I'effet de la diosgénine
sur une plus longue période chez des souris normocholestérolémiques présentant un défaut d’excrétion biliaire
de cholestérol, notamment les souris transgéniques qui surexpriment NPC1L1 dans le foie. En effet, le
métabolisme du cholestérol est décrit comme étant plus actif en période nocturne [17].

Chez les souris hypercholestérolémiques, nous mettons en avant un dimorphisme sexuel dans la réponse a la
diosgénine. Les femelles LDLR KO sous diosgénine présentent une cholestérolémie réduite de 20% liée a une
réduction massive du LDL cholestérol. En revanche, la diosgénine est sans effet sur la cholestérolémie des
males LDLR KO. Pour cette raison, nous avons focalisé la suite de notre analyse sur les femelles. Ainsi, la
diosgénine entraine une stimulation de I'excrétion fécale de cholestérol en induisant a la fois une stimulation
de I'excrétion transintestinale et biliaire de cholestérol tritié d’origine plasmatique et une réduction de
I'absorption intestinale de cholestérol.

Ensemble, nos travaux confirment I'importance de la diosgénine sur la régulation de I'absorption intestinale de
cholestérol. Temel et al. ont montré que cette réduction de I'absorption intestinale, associée a une stimulation

de I'excrétion fécale du cholestérol était indépendante du transporteur NPC1L1 [10]. En accord avec ces
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données, I'analyse transcriptionnelle de muqueuse intestinale de souris femelles sauvages ne montrent pas de
modifications de I'expression de NPC1L1 ni de I'hétérodimére ABCG5/G8 qui permet I'efflux d’une partie du
cholestérol nouvellement absorbé. La diosgénine étant un stérol végétal, son apport par voie orale via son
incorporation dans I'alimentation pourrait conduire a un abaissement de la biodisponibilité du cholestérol pour
le captage entérocytaire, possiblement via des mécanismes de compétitions pour I'incorporation aux micelles
lipidiques. Ce type d’inhibition a été précédemment décrit pour expliquer I'effet hypocholestérolémiant des
phytostérols [18].

Différentes études ont montré un effet stimulateur de la diosgénine sur I'excrétion biliaire de cholestérol
associé a une baisse de I'excrétion des acides biliaires [9][10]. Dans nos expériences, nous avons quantifié la
radioactivité associée a la bile sans dissocier le cholestérol des acides biliaires marqué au tritium. Chez les
souris LDLR KO, la bile est significativement plus riche en *H lorsque les souris sont nourries avec de la
diosgénine. Ce n’est pas le cas des souris sauvages. Nous envisageons a présent d’extraire le *H-cholestérol et
les *H-acides biliaires contenus dans la bile chez les souris sauvages et LDLR KO. Nos résultats et ceux d’autres
équipes [12][14] ne montrent pas de modification de I'expression hépatique d’ABCG5 et d’ABCGS8, qui sont les
principaux transporteurs impliqués dans I'efflux biliaire du cholestérol [13]. Il est cependant intéressant de
noter que I'expression d’ABCB1 est augmentée dans le foie des souris nourries avec de la diosgénine. ABCB1 a
été récemment impliqué dans I’excrétion biliaire des acides biliaires [15].

Chez les souris femelles sauvages le TICE tend a étre augmenté (+35%). Nous avons mesuré |’expression de
plusieurs géenes pour déterminer si certains acteurs moléculaires pouvaient étre impliqués dans cette
modulation. Comme précédemment décrit, ni I’expression de NPC1L1 et ni celles d’ABCG5/G8 ne sont altérées
par la diosgénine. En revanche, I'analyse de I'expression de génes indique une augmentation de I’expression du
LDLR et de la forme a d’ABCB1, deux genes codants des protéines qui sont impliquées dans la voie du TICE [3].
Nous envisageons a présent de vérifier par Western-blot I'expression intestinale de ces deux protéines en
réponse a la diosgénine. Si I'importance fonctionnelle d’ABCB1 dans les effets de la diosgénine reste a étre
pleinement définie, il semble que le LDLR ne soit pas indispensable. Le TICE est ainsi significativement activé
chez des souris femelles LDLR KO.

Nous avons constaté, dans nos conditions expérimentales, que la diosgénine entraine une augmentation
marquée de la taille et du poids des foies. Aucune étude préalablement réalisée ne décrit un tel effet. Nos
expériences préliminaires suggerent que la diosgénine entraine I'accumulation hépatique du cholestérol et des
triglycérides. La stimulation de I’expression intestinale des génes FAS et CD36 indique que I'hépatomégalie
pourrait étre en partie induite par une entrée excessive d’acides gras dans le foie et d’une synthése endogene
accrue. Ce résultat va a I'encontre d’une publication précédente qui suggérait que la diosgénine supprimait
I"'accumulation des triglycérides dans le foie de souris obeses et diabétiques KK-Ay [19]. Les auteurs suggéraient
alors que la diosgénine pouvait inhibe la lipogeneése via une inhibition des récepteurs nucléaires LXR [19]. Enfin,
il est intéressant de noter que la cycline D, qui joue un rdle dans la transition de la phase G1 a la phase S lors du
cycle cellulaire, est également significativement induite sous diosgénine. Nous ne pouvons donc pas écarter

completement I’hypotheése que I'hyperplasie pourrait participer a ’hépatomégalie observée.
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Si cette observation remet en cause I'utilisation de la diosgénine comme inducteur direct du TICE, il nous
semble malgré tout important de découvrir les déterminants moléculaires impliqués dans son effet sur le TICE.
Parmi la trentaine de genes mesurés au niveau des tissus hépatiques et intestinaux, 5 genes induits par la
diosgénine sont connus pour étre des genes cibles du récepteur nucléaire PXR notamment les génes clés du
métabolisme des xénobiotiques CYP3A11 et ABCB1. En revanche, les récepteurs LXR et FXR ne semblent pas étre
responsables des effets transcriptionnels de la diosgénine. Il est également intéressant de noter que plusieurs
travaux ont démontré que I'activation de PXR induit une accumulation de triglycérides dans le foie [20][21, p. 200].
Afin de tester I'importance fonctionnelle de PXR dans I'effet hypocholestérolémiant de la diosgénine, nous avons
soumis des souris femelles sauvages et PXR KO a un régime enrichi en diosgénine. Ce travail a été réalisé en
collaboration avec I'équipe d’Hervé Guillou (Toxalim, UMR 1331, INRA Toulouse). Contrairement a nos attentes, la
diosgénine est capable de stimuler I'excrétion fécale de cholestérol et d’induire I’hépatomégalie chez les souris

femelles PXR KO.

Une découverte majeure de cette étude est ainsi la mise en évidence d’un dimorphisme sexuel sur I'excrétion
transintestinale du cholestérol en condition standard et sous diosgénine chez des souris sauvages et déficientes
en LDLR. Chez les souris sauvages sous régime standard, les femelles ont un TICE augmenté de plus de 50% par
rapport aux males. Aussi, si I’effet hypocholestérolémiant de la diosgénine est marqué chez les femelles LDLR
KO, il est absent chez les souris males hypercholestérolémiques. Le réle des cestrogénes dans le métabolisme
du cholestérol et la protection vis-a-vis de I'athérosclérose a été bien documenté (revue dans [22]). Toutefois,
leur importance dans le TICE est totalement inconnue. La diosgénine a une structure moléculaire proche de
celle des cestrogenes [23]. Yen et al. ont montré que la diosgénine est capable de se fixer et d’activer le
récepteur aux estrogénes ERa [24]. Au niveau hépatique, ERa a été relié au métabolisme du cholestérol
notamment en intervenant dans la régulation de la sécrétion biliaire [25]. ERa est également exprimé au
niveau intestinal [26]. Une activation du récepteur aux cestrogénes ERa par la diosgénine au niveau intestinal
pourrait expliquer en partie les effets observés en particulier sur le TICE dans le cas ou sa régulation dépendrait
de I'activation de ce récepteur. Il est aussi envisageable que I'effet de la diosgénine soit conditionné par la
présence d’hormones stéroidiennes sexuelles.

Le TICE représente un nouvel espoir dans la lutte contre I'hypercholestérolémie et les pathologies
cardiovasculaires associées. Si la diosgénine ne peut étre utilisée directement comme inducteur du TICE en
raison des effets néfastes décrit ci-dessus, nous pensons qu’il est toutefois important de mieux comprendre les
acteurs et mécanismes moléculaires impliqués dans les effets de la diosgénine sur le TICE. Notre prochaine
étape va consister a rechercher chez des femelles LDLR KO par une approche transcriptomique, des génes dont
I’expression hépatique et intestinale est affectée par la diosgénine. Enfin, du fait de nos récentes découvertes
sur le réle d’ABCB1 dans le TICE et sa régulation par la diosgénine, nous pensons qu’il pourrait étre intéressant

de déterminer si I'effet de la diosgénine est altéré chez les souris ABCB1 KO.
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DISCUSSION GENERALE

L'intestin est décrit depuis de nombreuses années comme un organe clé du métabolisme du cholestérol. Il
assure 'absorption, le ré-empaquetage et la sécrétion dans la lymphe des lipides d’origine alimentaire sous
forme de lipoprotéines a ApoB48, les chylomicrons. Depuis moins d’une dizaine d’années, des études sont
venues préciser et renforcer le role de I'intestin dans le métabolisme du cholestérol. L'intestin, en plus du foie,
est connu pour synthétiser et sécréter I’ApoAl, principale apolipoprotéine des HDL [374]. En 2006, Brunham et
al. ont montré que des souris invalidées pour le transporteur ABCA1 spécifiquement au niveau intestinal
présentaient une réduction de 30% de la concentration plasmatique en HDL cholestérol, indiquant que le
transporteur ABCA1 est impliqué dans la formation des HDL au niveau intestinal [91]. En 2007, la publication de
Van der Velde el al. dans le journal Gastroenterology a eu un impact majeur en mettant en évidence la capacité
de l'intestin a excréter directement le cholestérol dans la lumiére intestinale [14]. Plus tard, un autre travail a
suggéré que chez des souris sauvages nourries avec un régime standard, le TICE permettait d’excréter deux fois
plus de cholestérol que la voie « classique » biliaire [348].

Le TICE est une voie inductible (Cf. § 2.4.4). Au début de ma thése, il a été troublant de constater que de
nombreux travaux fondateurs montraient que le TICE était stimulé dans des modeles présentant une
cholestérolémie élevée, c’est le cas des souris déficientes en SRB1 [349], des souris traités avec les agonistes du
LXR [52][348] et des souris sous régimes hyperlipidiques [349]. Ceci pouvait suggérer que le TICE était un
phénomene passif, une fuite de la barriere intestinale, dépendant de la concentration plasmatique en
cholestérol. Les travaux de Lawrence Rudel du Wake Forest Institute ont montré pour la premiére fois que des
souris avec une déficience hépatique en ACAT2 présentaient une réduction des concentrations circulantes en
cholestérol associée a une augmentation de I'excrétion intestinale de cholestérol d’origine hépatique [345]. De
notre c6té, nous démontrons que le TICE est induit chez les souris déficientes en PCSK9 par rapport aux souris
sauvages en dépit de leur hypocholestérolémie [375]. De méme, le traitement de souris C57BL/6 avec un
régime enrichi en statines réduit la cholestérolémie et stimule le TICE [375]. Ensemble, ces données suggerent
un mécanisme moléculaire nécessitant un transport actif du cholestérol depuis le captage du cholestérol
circulant au niveau de la membrane basolatérale jusqu’a son efflux au niveau apical. La mise au point de la
méthode de mesure du TICE ex vivo m’a permis d’apporter quelques arguments supplémentaires. Ainsi, nous
avons mis en évidence qu’ex vivo le TICE était fortement réduit a 4°C par rapport au TICE mesuré a 37°C. Nous
pensons que cette réduction est liée a un défaut de captage au niveau de la membrane basolatérale. Le
contenu intestinal en cholestérol marqué était également fortement réprimé. On peut suggérer que deux
mécanismes moléculaires peuvent rendre compte de ce fait : 1) un effet mécanique, il est connu que le froid a
un effet sur la plasticité de la membrane cellulaire, la bicouche lipidique se rigidifie en réponse au froid
entrainant une diminution de sa perméabilité et de sa résistance ; 2) un effet de la température sur 'ensemble
des réactions biochimiques.

Toujours ex vivo, nous avons démontré I'importance de I'oxygénation sur le TICE. Le TICE est presque cing fois

supérieur lorsque le milieu d’incubation est oxygéné. Le bullage en oxygene des milieux au contact de I'explant
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en chambre de Ussing permet I'apport en oxygene aux cellules [376]. L'apport en oxygéne est nécessaire a la
respiration cellulaire qui va conduire a la production d’ATP, molécule de stockage de I'énergie. L'ATP produite
est indispensable a de nombreux processus cellulaire, dont le transport de molécules par les transporteurs
ABC. Par la suite, nous avons renforcé ces résultats en mesurant le TICE apres inhibition de la chaine
respiratoire par la roténone ou l'azoture de sodium et d’inhibiteurs du cytosquelette et du mécanisme
d’internalisation du cholestérol tels que la cytochalasine D ou la dynasore. Les résultats obtenus n’ont pas
permis de mettre en évidence de différence sur le TICE entre des explants traités et des explants contrdles en
chambres de Ussing. Une des explications peut étre liée au temps d’incubation des drogues avec I'explant (90
minutes) et au mode d’administration des drogues (directement dans le milieu, au contact de I'explant). I
serait intéressant de tester I'impact de ces drogues sur le TICE a travers une méthodologie différente, par

exemple via une administration de la roténone par gavage [377] puis une mesure du TICE in vivo et ex vivo.

L’origine du cholestérol excrété par I'intestin a été la premiére question a laquelle j'ai tenté de répondre. La
mise en évidence de I'existence du TICE a été réalisée apres injection intraveineuse de cholestérol libre
radioactif dilué dans une solution micellaire commerciale (Intralipid 20%) [14]. Cependant, cette technique ne
permet pas de déterminer |'origine lipoprotéique du cholestérol. En effet, les micelles qui contiennent le
cholestérol libre radiomarqué vont subir un remodelage au niveau du compartiment vasculaire soit en
s’enrichissant d’ApoE soit via des échanges avec les lipoprotéines plasmatiques. En 2008, Brown et al.
démontrent que des lipoprotéines d’origine hépatique enrichies en cholestérol radiomarquées sont capables
de fournir du cholestérol au TICE [345]. Sur la base de cette étude, les auteurs émettent I’'hypothése que le foie
joue un role central dans I'excrétion fécale de cholestérol en produisant des lipoprotéines qui seront excrétées
par la voie intestinale.

Au cours de ma thése, j'ai directement quantifié ex vivo et in vivo le TICE apres avoir ajouté des quantités
équivalentes de cholestérol tritié apporté par du LDL ou HDL cholestérol. Nos résultats, obtenus in vivo chez la
souris et ex vivo chez ’homme, ne montrent pas de différence significative et suggérent donc qu’a la fois les
LDL et les HDL sont capables de fournir du cholestérol au TICE [375]. Si le rOle des lipoprotéines a ApoB dans le
TICE est relativement bien accepté, I'implication des HDL reste en revanche beaucoup plus controversée. En
effet, en 2012, Vrins et ses collaborateurs ont réfuté I'implication des HDL dans le TICE [350]. L'absence de
données importantes comme |'activité spécifique de la source de HDL injectée rend impossible I'interprétation
de leurs données. Néanmoins, il est curieux de noter que chez des souris sauvages, le ratio de I'excrétion
biliaire par rapport a I'excrétion transintestinale de cholestérol marqué est comparable apreés injection de 3H
chylomicrons ou d’HDL cholestérol. Ceci semble suggérer, de notre point de vue, que la faible activité de TICE
mesurée apres l'injection de HDL cholestérol est plus liée a la faiblesse de marquage de la source d’HDL utilisée
gu’a une préférence de lipoprotéines.

Récemment, Temel et al. ont reporté dans un modele de souris déficientes en MTP, une protéine essentielle a

la lipidation et a la production des VLDL, que le TICE est diminué de plus de 50% [362]. Cette preuve indirecte
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suggere que les lipoprotéines riches en TG pourraient également étre impliquées dans |'approvisionnement en
cholestérol de cette voie [345].

Le spectre des lipoprotéines pouvant initier le TICE semble donc regrouper aussi bien des particules a ApoB que
des particules a ApoAl. Néanmoins, on ne connait toujours pas l'importance et la place relative de chacune de
ces lipoprotéines dans le TICE. Il serait intéressant de mettre en compétition plusieurs types de lipoprotéines
différemment radiomarquées, ex vivo sur des explants intestinaux murins et humains en chambre de Ussing.
De plus, nos expériences d’identification de I'implication des LDL et des HDL dans le TICE chez la souris ont été
faites a partir de lipoprotéines humaines. Or, les lipoprotéines humaines et murines different en plusieurs
points, notamment par leur composition, leur taille et leur role relatif [378]. L'utilisation de lipoprotéines
murines radiomarquées permettrait de confirmer les résultats précédemment obtenus dans des conditions

plus proches de la physiologie.

Lorsque j’ai commencé ma thése, aucune étude n’avait évalué le role direct du LDLR sur le TICE. Selon Van der
Velde et al. il ne semblait pas y avoir de corrélation entre I'augmentation du TICE par modulation nutritionnelle
et I'expression intestinale du gene codant le LDLR [14]. Brown et al. avaient rapporté que I'excrétion intestinale
du cholestérol dans les féces était fonctionnelle chez les souris déficientes en LDLR, bien que son niveau par
rapport a des souris sauvages n’ait pas été évalué [345]. Dans ce contexte et en m’appuyant sur mes travaux in
vivo et ex vivo qui montrent que les LDL peuvent fournir du cholestérol pour le TICE, je me suis intéressé a
I'implication de leur récepteur principal, le LDLR. J'ai mis en évidence que le LDLR est impliqué dans le TICE bien
gu’il ne soit pas indispensable. En effet, chez les souris déficientes en PCSK9 qui surexpriment le LDLR au niveau
intestinal, le TICE est augmenté. La dégradation en aigué du LDLR par I'injection de PCSK9 exogene diminue le
TICE, a contrario, de fagon plutdt surprenante, le TICE n’est pas modifié voire tend a étre augmenté chez les
souris déficientes en LDLR, conséquence d’'une augmentation du captage des LDL au niveau intestinal. De fagon
intéressante, contrairement aux souris sauvages, le TICE n’est pas augmenté suite a un traitement avec de la
lovastatine chez des souris déficientes en LDLR. Ceci suggere que soit I'augmentation du TICE chez les souris
sauvages passe par une augmentation de I'expression du LDLR consécutive a un traitement avec des statines,
soit que dans nos conditions, les souris déficientes en LDLR ont un TICE a son niveau maximal, ne nous
permettant pas de mettre en évidence |'effet stimulateur des statines. Nos travaux de recherche évaluant
I'effet de la diosgénine sur le TICE peuvent en partie éclaircir ce résultat. Nous avons montré que chez des
souris déficientes en LDLR, le TICE peut étre augmenté suite a une addition de diosgénine dans la nourriture. Le
TICE peut donc étre stimulé chez des souris déficientes en LDLR suggérant alors que la non induction de
I’excrétion transintestinale par les statines chez ces animaux est due a un effet lié au LDLR plut6t qu’a I'atteinte
d’un plateau pour le TICE. En conséquence, le TICE qui est actif et inductible par la diosgénine en I'absence du
LDLR, passe par une voie indépendante de ce récepteur. Les acteurs moléculaires qui compensent I'absence du
LDLR dans le TICE issu des LDL sont encore inconnus. Plusieurs récepteurs liés au captage des lipoprotéines
peuvent étre envisagés, notamment d’autres membres de la famille du LDLR sont susceptibles de participer au

TICE.
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Le récepteur LRP1 (Cf. § 2.2.3), qui est exprimé dans l'intestin [174] peut lier I’ApoE [175]; ce qui indique que ce
récepteur jouerait un role dans I'endocytose des lipoprotéines portant de I’ApoE [176][177]. En condition
standard, LRP1 n’a pas d’affinité pour I’ApoB des LDL [86]. Néanmoins, les souris déficientes en LDLR
présentent une accumulation de I’ApoE dans le plasma et notamment sur les LDL [379][380]. Aussi, Zhao et al.
dans une étude de 2011 montrent que les souris double knock-out pour SRB1 et ABCA1l sont
hypocholestérolémiques, principalement a cause d’une baisse drastique du HDL cholestérol. Ces souris
présentent également une baisse du LDL cholestérol, en partie due a une augmentation de I’'expression
protéique de LRP1 [225]. De fagon intéressante, ces souris qui présentent un RCT macrophagique dépendant
des HDL quasi nul ont une excrétion fécale de cholestérol similaire aux souris sauvages. On peut alors émettre
I’hypothese que la diminution du LDL cholestérol et I'excrétion fécale normale de cholestérol peuvent étre liées
a un mécanisme de compensation via une augmentation de la voie du LDL-TICE face a une voie de retour du
cholestérol par les HDL inopérantes. Par ailleurs, les résultats publiés par Vrins et al. suggerent que le TICE est
présent chez ces souris bien que la mesure ait été faite suite a I'injection de HDL radiomarquées [350]. Il serait
alors intéressant d’évaluer le TICE a partir de LDL radiomarquées chez des animaux doubles knock-out pour le
LDLR et LRP1 afin de mettre en évidence une réduction du TICE chez ces souris par rapport a des souris simple
LDLR KO.

Le VLDLR (Cf. § 2.2.3) se lie a I’ApoE mais pas a I’ApoB100 et il peut étre dégradé par PCSK9 [381]. Il est exprimé
dans de nombreux tissus dont l'intestin gréle [180]. Sur le méme principe que pour le captage des particules
par le LRP1, les LDL peuvent potentiellement se charger en ApoE chez les souris déficientes en LDLR et
permettre ainsi au VLDLR de jouer un réle compensatoire.

Enfin, le cholestérol issu des LDL pourrait étre capté par d’autres récepteurs non liés a la famille du LDLR
comme la Sortiline 1 (Cf. § 2.2.3) qui est exprimée au niveau de I'intestin gréle chez I’homme [382].

Par ailleurs, Stein et al. montrent dans une étude évaluant I'effet d’un anticorps monoclonal anti-PCSK9 (AMG
145) chez des patients FH homozygotes que le LDL cholestérol est réduit dans le sous-groupe de patients
présentant un LDLR défectueux mais pas dans le sous-groupe de patients étant négatifs pour le LDLR.
Cependant, les patients négatifs pour le LDLR présentent un effet plus marqué de I'anticorps anti-PCSK9 sur la
lipoprotéine (a) (Lp(a)) trés athérogéne. Il serait intéressant de déterminer si la Lp(a) et ces potentiels
récepteurs potentiels sont impliqués dans le TICE.

A I'heure actuelle, seul le LDLR a clairement été identifié dans cette voie méme s’il n’est pas limitant. In vivo, la
mesure du TICE par la méthode de cannulation suite a I'injection de LDL cholestérol radiomarqué dans des
modeles de souris simple KO pour le VLDLR ou le LRP1 et doublement invalidés pour le LDLR et le VLDLR ou le

LRP1 permettrait de déterminer leur implication directe.

Aprés le transport intracellulaire du cholestérol, I'étape finale du TICE correspond a I'efflux du cholestérol a
travers la membrane apicale, vers la lumiére intestinale. Nos résultats montrent qu’en plus d’ABCG5/GS,
ABCB1 est impliqué dans I'excrétion transintestinale du cholestérol au niveau de la membrane apicale des

entérocytes. ABCB1 ou P-glycoprotéine est un transporteur de type flippase. Connu aussi sous le nom de
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multidrug resistance 1 (MDR 1), cette pompe exporte des substrats lipophiles du feuillet interne vers le feuillet
externe de la bicouche phospholipidique. Il est localisé dans la membrane plasmatique, plus précisément au
niveau des radeaux lipidiques et des cavéoles ainsi que dans les membranes du noyau, du RE et de I'appareil de
Golgi [383][384]. ABCB1 est principalement exprimé au niveau du foie et de l'intestin et de fagon moins
importante dans le cerveau, le coeur et certaines cellules sanguines [385]. Dans l'intestin, ABCB1 est exprimé au
niveau de la bordure en brosse des entérocytes [385]. Ce transporteur est principalement étudié pour son
implication dans la résistance a de nombreux traitements médicamenteux comme par exemple les
hypolipémiants, les anticancéreux et les antirétroviraux [386][387][388]. Cette résistance varie en corrélation
avec le niveau d’expression d’ABCB1, dépendant de phénomeénes d’induction ou d’inhibition. Les substrats
d’ABCB1 conditionnent son intérét physiologique. Ainsi, les PL et le cholestérol de la membrane cellulaire ainsi
qgue les hormones stéroidiennes peuvent transiter par ce transporteur. Formé de la fusion de deux demi-
structures homologues, cet homodimére de 1280 acides aminés est composé pour chaque séquence
homologue d’'un domaine transmembranaire et d’'un domaine de liaison a ’ATP. ABCB1 a un polymorphisme
qui peut avoir un effet sur I'expression ou l'activité du transporteur [389]. Chez I'homme, la variabilité
interindividuelle de I'expression d’ABCB1 est forte. Il a été rapporté que la concentration d’ABCB1 peut varier
d’un facteur 50 dans le foie [389]. Ainsi, on note une association entre la réponse aux traitements
médicamenteux et le polymorphisme d’ABCB1. Par ailleurs, il existe un lien entre le niveau de cholestérol
plasmatique et le polymorphisme du géne ABCB1 [390][391]. L’équipe dirigé par Anne Lespine, avec qui nous
avons collaboré, a montré que les souris déficientes pour les deux isoformes d’ABCB1 (ABCBla et ABCB1b)
développent spontanément un diabéte, une stéatose hépatique tardive, une obésité et une augmentation de la
concentration plasmatique en HDL cholestérol [392].

In vivo, nous avons montré que le TICE est réduit de 26% chez des souris déficientes en ABCB1. Ex vivo,
I'inhibition pharmacologique d'ABCB1 réduit significativement le TICE des souris controles mais est sans effet
sur les souris déficientes en ABCB1. Ainsi, si les knock-out indépendants d’ABCG5 et d’ABCB1 induisent
respectivement une réduction du TICE de 40% et 26%, une part de |'efflux apical du cholestérol reste
inexpliquée. La mesure du TICE dans un modéle de souris double déficientes pour ABCG5 et ABCB1 puis une
analyse en microarray des génes modulés par rapport a des souris contrdles pourrait permettre I'identification

de nouveaux acteurs de I'efflux du cholestérol.

Le TICE est une voie modulable. Elle est ainsi controlée par des récepteurs nucléaires, des molécules endogénes
et des agents pharmacologiques (Cf. § 2.4.4). J’ai montré chez des souris sauvages nourries pendant 10 jours
avec un régime contenant 0.02% de lovastatine que la cholestérolémie est réduite, principalement par une
baisse marquée du HDL cholestérol et que le TICE est fortement induit. Le méme protocole chez des souris
déficientes en LDLR conduit a une baisse de la cholestérolémie mais ne modifie pas le TICE. Ainsi, les statines
stimulent le TICE et cet effet est en partie médié par le LDLR. La mise a jour de nouveaux mécanismes d’action

des statines pouvant contribuer a I'activation de I'efflux et a I’élimination du cholestérol plasmatique en exces
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est donc important au regard de leur utilisation. Actuellement, les statines représentent la classe
pharmaceutique la plus utilisée en clinique pour le traitement des hypercholestérolémies (HAS, 2010).

Comme nous I'avons mis en évidence, le TICE est augmenté en absence de PCSK9 et les LDL peuvent fournir du
cholestérol pour cette voie [375]. Dans le contexte actuel, ces résultats sont tres excitants car ils suggérent une
fuite du cholestérol proathérogene, entre autre via le LDLR. Présentement, les études cliniques en cours sur
I'utilisation d’anticorps anti-PCSK9 chez I'homme donnent de tres bons résultats en termes de sécurité, de
tolérance et de réduction du LDL cholestérol, aussi bien en monothérapie qu’en association avec des statines
[168][169][170][171][172] (Cf. § 2.2.2.2.2 point PCSK9, une nouvelle cible thérapeutique). Ainsi, I'impact sur le
TICE de la neutralisation de PCSK9 via l'injection d’anticorps anti-PCSK9 dans le plasma des souris serait
extrémement intéressant. Ceci pourrait ce faire chez des souris sauvages via I'injection de LDL radiomarquées
comme source de cholestérol, en addition ou non a un traitement avec des statines.

Par ailleurs, je montre que la diosgénine, un composé hypocholestérolémiant naturellement présent dans
diverses plantes appartenant au genre Dioscorea, induit faiblement le TICE chez des souris sauvages et
augmente significativement le TICE chez les souris femelles déficientes en LDLR. Dans cette étude, je mets en

évidence un dimorphisme sexuel sur le TICE chez les souris sauvages C57BI/6 aussi bien que LDLR KO.

Le dimorphisme sexuel que nous avons observé sur le TICE chez des souris sauvages fait ressortir des
mécanismes potentiels de régulation de cette voie métabolique. Il a été mis en évidence que I'activation des
récepteurs aux cestrogenes induit une baisse de la cholestérolémie, notamment sur le LDL cholestérol [393]. Au
niveau hépatique chez I'homme et le rat, I'expression du LDLR est positivement régulée par un traitement aux
cestrogenes [394][395]. L'ethinyloestradiol qui est un dérivé de I'cestradiol, réprime I'expression hépatique de
PCSK9 chez le rat et augmente I'expression protéique du LDLR [145]. Chez la femme, les cestrogénes induisent
une augmentation du HDL cholestérol [396] et une baisse de la concentration plasmatique en PCSK9 et en LDL
cholestérol mais ne modifient pas la synthése des acides biliaires [147]. De plus, les récepteurs aux cestrogénes
ont été montrés pour avoir une influence sur I'expression de différents transporteurs du cholestérol au niveau
intestinal [397]. Dans se contexte, on peut supposer que le dimorphisme sexuel observé sur le niveau de TICE
est d0 a I'activation des récepteurs aux cestrogénes. Pour tester cette hypothese, des souris ovariectomisées
implantées ou non avec un pellet diffusant de I'cestradiol feront I'objet d’une mesure du TICE via une méthode

de cannulation intestinale.

Nous montrons que I'excrétion transintestinale du cholestérol et I'excrétion biliaire du cholestérol tendent a
étre augmentées chez des souris sauvages sous diosgénine par rapport a des souris sous régime standard. Or,
la diosgénine a été montrée étre un activateur exogene de PDIA3 (Protein Disulfide, isomerase familly A,
number 3 ou ERp57). Cette enzyme de 58 kD est présente au niveau de la membrane cellulaire [398] mais aussi
au niveau du RE [399] dans des cellules HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial cells). Elle est également
exprimée dans l'intestin gréle et dans la ligné de cellules IEC-6 qui sont des cellules intestinales de rat [400].

PDIA3 est impliquée dans le métabolisme des protéines notamment en induisant des modifications post-
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transcriptionnelles [401]. Elle permettrait également le transport de molécules dans la cellule. De fagon
intéressante, une des protéines a avoir été identifiées pour interagir avec PDIA3 est le LDLR [402]. Il a été
montré in vitro sur des fibroblastes murins et humains que PDIA3 est impliquée dans le repliement oxydatif du
LDLR dans le RE [401]. Dans ce contexte, une part des effets de la diosgénine sur le TICE pourrait étre liée a une
activation de PDIA3, avec une implication directe ou indirecte de cette enzyme dans le TICE. Néanmoins, nous
avons montré que le TICE est le plus fortement augmenté chez les souris femelles déficientes en LDLR,
suggérant que les effets de la diosgénine sur le TICE n’impliquent potentiellement pas seulement |'action de

PDIA3 sur le LDLR.

L’étude du TICE chez la souris permet d’obtenir de précieuses données pour pouvoir passer a son étude chez
I’'hnomme. Cependant, la souris est dépourvue de CETP. Comme nous I'avons vu précédemment (Cf. § 2.3.2.4.4),
la CETP permet le transfert de cholestérol estérifié des HDL vers les LDL et VLDL en échange de triglycérides.
Elle est transportée dans le plasma par les lipoprotéines de haute densité et permet le remodelage permanent
des lipoprotéines circulantes. Le profil lipoprotéique est donc tres différent entre ’'homme et la souris. Chez la
souris, 80 a 90% du cholestérol plasmatique est transporté par les HDL alors que chez I’'homme, le cholestérol
est principalement transporté par les LDL. Cette distribution différente du cholestérol plasmatique pourrait
avoir une influence, notamment dans I'importance relative du TICE issu des LDL proathérogenes par rapport au
TICE issu des HDL antiathérogénes. De plus, comparé a I’homme, les souris ont une plus grande surface relative
au niveau de I'épithélium intestinal [403]. La quantité de cholestérol excrété par la voie transintestinale chez la
souris et chez I'homme est donc susceptible de varier en fonction de la surface relative de I'épithélium

intestinal.

Dans deux études évaluant I'origine du cholestérol présent au sein de la lumiére intestinale chez I'homme
[346][347], les auteurs notent qu’une part importante du cholestérol présent dans la lumiére provient
directement de lintestin. Chez deux patients ayant une hypercholestérolémie familiale, les mémes
observations ont été faites [404]. Néanmoins, il n'est pas possible de distinguer clairement |'origine du
cholestérol excrété par l'intestin : desquamation cellulaire ou excrétion active du cholestérol par l'intestin.
Nous avons apporté la premiere preuve directe de |'existence du TICE chez I'nomme sur des explants
intestinaux humains provenant de chirurgie bariatrique (by-pass du jéjunum). La mesure du TICE ex vivo sur ces
explants humains incubés avec des lipoprotéines de type LDL ou HDL montre que le TICE est présent a un état
non induit. Lorsque ces explants sont stimulés dans le compartiment luminal avec des accepteurs de
cholestérol, un mélange d'acides biliaires et des phospholipides, le TICE issu des LDL et HDL est augmenté.
Nous montrons donc pour la premiére fois que le TICE est modulable ex vivo chez ’'homme et que, comme il a
été démontré chez la souris, aussi bien les LDL que les HDL peuvent fournir du cholestérol pour cette voie
métabolique. Ex vivo, cette voie est donc inductible, ce qui représente un formidable espoir thérapeutique chez
les patients a haut risque CV n’atteignant pas leur objectif thérapeutique. L’étape suivante sera de valider

I’existence du TICE in vivo chez 'homme. Toutefois, cette étude directe souléve des difficultés et pourra se faire
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a I'aide de méthodes plus on moins invasives afin de discriminer le cholestérol excrété par la voie hépatique ou
transintestinale. Une méthode relativement simple pour mesurer le TICE chez I'homme passe par le
recrutement de patients ayant une tumeur du pancréas avec une obstruction totale de |'excrétion biliaire. Une
des limites de cette méthode est le recrutement des patients. Ces patients sont rares (environ 10 000 cas/an,
chiffre INSERM 2010), souvent agés et dans un état de santé général qui rend difficile leur participation a un
protocole de recherche clinique (qui est sans impact direct sur I'amélioration de leur qualité de vie). Une autre
possibilité serait une mesure du TICE sur des volontaires sains via I'utilisation d’un tube a trois lumiéres comme
précédemment décrit [347]. Des études de cinétique du cholestérol avec le calcul de la contribution relative
des différentes voies d'excrétion peuvent également permettre d’évaluer la part relative du TICE dans
I’excrétion fécale du cholestérol. Ces techniques nécessitent toutes le recours a l'utilisation de radio-isotopes
stables. Les premiers résultats communiqués par I'équipe de A. Groen indiquent que le cholestérol ayant pour
origine le TICE pourrait représenter environ 30% du cholestérol retrouvé dans les feces (ISA Mars 2012, Sydney,

Abstract n°274, Jakulj et al., 2012).

La relevance physiologique du TICE reste encore floue. Cette voie est décrite comme une voie intestinale
d’élimination du cholestérol complémentaire a la voie biliaire [343]. Il a été mis en évidence qu’elle est majeure
chez la souris et c’est certainement la son principal role physiologique : I'efflux du cholestérol en exces de
I'organisme. Cependant, cette voie a t’elle un réle additionnel a I’élimination du cholestérol, comme la bile qui
a un role dans la lumiére intestinale en favorisant la formation de micelles pour I'absorption lipidique.

Les acides biliaires sécrétés via le canal cholédoque au niveau de la partie proximale de l'intestin ont des
propriétés détersives et sont relativement toxiques pour les cellules [405][406]. Leur niveau est donc
étroitement régulé par le récepteur nucléaire FXR. Dial et al. ont montré que la phosphatidylcholine peut
directement protéger la membrane des cellules des effets toxiques des acides biliaires via son role dans la
formation des micelles mixtes au sein de la lumiére intestinale, limitant de fait les propriétés toxiques de acides
biliaires [407]. Selon le méme principe, le cholestérol entrant dans la formation des micelles mixtes [408], il est
envisageable que le TICE permette un apport constant en cholestérol dans la lumiére intestinale afin de limiter
les effets détersifs et toxiques des acides biliaires sur les cellules de I'épithélium.

L’étude publié par Van der Veen et al. évaluant la contribution relative des différentes voies d’élimination du
cholestérol dans les feces met en avant que 33% du cholestérol provient du TICE et que 17% a une origine
biliaire [348]. De fagon surprenante, nos résultats montrent une excrétion biliaire du cholestérol radiomarqué
dix fois plus faible dans les perfusas intestinaux par rapport a la bile suite a une injection de LDL cholestérol
radiomarqué par voie intraveineuse. Ce ratio de 1:10 a été retrouvé par Vrins et al. lors de la mesure du TICE et
de l'excrétion biliaire de cholestérol chez des animaux déficients en ABCA1 ou SRB1. Plusieurs éléments
peuvent en partie expliquer cette différence. Les techniques employées sont différentes. Vrins et al. et nous-
mémes avons utilisé une méthode de dérivation biliaire puis de cannulation intestinale pour la mesure de
I’excrétion biliaire et du TICE. Cette méthode integre l'injection intraveineuse d’un bolus de cholestérol

induisant une augmentation drastique de la cholestérolémie. On peut alors émettre I’"hypothése que le foie
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joue un role de tampon face a cet afflux massif de cholestérol en aigu, stimulant son excrétion biliaire. Van der
Veen et al. ont utilisé une méthode de suivi du cholestérol radiomarqué avec différents radio-isotopes stables
couplée a des études de cinétique. Cette méthode differe de la précédente notamment vis-a-vis du temps de
mesure qui est de deux heures via le méthode de cannulation et sur une dizaine de jours via la méthode des

traceurs stables.

A partir des études de I'équipe de Groen, il est devenu évident, au moins chez la souris, que la part principale
du cholestérol éliminée dans les feces provient directement du compartiment plasmatique, sans passer par le
foie. Se pose alors la question de I'implication de cette voie dans le RCT macrophagique. Les études disponibles
concluent a des effets opposés sur I'importance de la voie biliaire dans le RCT macrophagique [373][371][372].
Quelques points sont cependant a noter pour mieux envisager ces résultats apparemment contradictoires. Les
modeles chirurgicaux proposés par Nijstad et al. et Temel et al. ne permettent pas d’étudier le TICE-RCT dans
des conditions physiologiques. En effet, I'absence de sécrétion biliaire dans la lumiéere intestinale a des
conséquences majeures sur le métabolisme du cholestérol au niveau intestinal. De plus, 'utilisation d’un
modele de ligature du canal biliaire [371] a le désavantage d’induire une cholestase, contrairement a un
modele de dérivation biliaire [372] bien que dans les deux cas, le cycle entéro-hépatique des acides biliaires
soit rompu. En plus de ces modeles chirurgicaux, les modeéles génétiques utilisés ont un impact plus ou moins
important sur la composition biliaire et I'absorption intestinale (présence ou non des PL dans la bile). En outre,
I'origine des macrophages utilisés pour les mesures de RCT est différente (lignée cellulaire 1774 [372],
macrophages péritonéaux [371][373]). De plus, aucune de ces études ne permet de discriminer le cholestérol
radiomarqué issu d’un transport actif a travers I'épithélium intestinal de la desquamation cellulaire. Ces
quelques points ne peuvent toutefois expliquer qu’une part des différences observées. Bien qu’il semble tout
de méme que le la voie biliaire et la voie non biliaire soient interconnectées, le débat reste ouvert quant a
I'implication du TICE dans le RCT et des études complémentaires, utilisant des approches méthodologiques
différentes, sont nécessaires. Sur ce, il serait intéressant de mesurer le TICE de fagon directe avec la technique
de cannulation couplée a la technique de mesure du RCT macrophagique chez des souris sauvages et ayant un

TICE activé.

Finalement, y a-t-il un lien entre le TICE et I'athérosclérose ? L'augmentation du TICE peut elle prévenir et
réduire I'athérosclérose ? Il n’y a aujourd’hui aucune réponse directe a cette question. Toutefois, il a été
montré que l'activation spécifique de LXR dans l'intestin via une modulation pharmacologique (GW6340) ou
génétique (souris iVP16/LXRa) induit une baisse de I'absorption intestinale du cholestérol, améliore le profil
lipoprotéique des souris et augmente le RCT [313][68]. L’activation intestinale constitutive ou via un agoniste
spécifique induit une augmentation de I'expression d’ABCA1 et d’ABCG5/G8 spécifiquement dans l'intestin
mais pas dans le foie [309][313]. Chez ces animaux, I'excrétion fécale de cholestérol est fortement augmentée.
Ces effets ont été observés en I'absence d’une stéatose hépatique qui est classiquement observé avec des

agonistes systémiques de LXR tel que le T0901317 [310]. De plus, les souris déficientes en LDLR traitées avec un
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agoniste spécifique de LXR dans l'intestin sont protégées de I'athérosclérose [313]. Ces travaux mettent ainsi

en avant le réle majeur de l'intestin dans I'homéostasie du cholestérol et le potentiel thérapeutique de

I'activation de LXR spécifiquement au niveau intestinal pour le traitement des maladies CV. Ces résultats

posent également la question de I'importance du TICE dans la réponse a I'activation spécifique de LXRa dans

I'intestin dans la mesure ou ni I'laugmentation de I'excrétion biliaire ni la baisse de I'absorption intestinale ne

peuvent expliquer I'augmentation importante de I'excrétion fécale du cholestérol. Qui plus est, I'activation de

LXR stimule le TICE [348]. De ce fait, ce modele serait tres intéressant pour déterminer si I'activation du TICE

protége de I'athérosclérose.

Le tableau ci-dessous résume les principaux acteurs et modulateurs connus de

cholestérol, notre contribution est surligné en vert (tableau 5).

I’excrétion transintestinale du

Modeéle de souris

Acteur moléculaire testé (in vivo) A TICE Réf.
(males)
FVB Présent [349](14]
Intralipide 20% [350]
C57Bl/6 Présent Article 2
FVB Présent [375]
Emulssion riche en TG -
. i C57BI/6 Présent [350]
Origine du cholestérol -
VLDL MTP -50% [362]
C578Bl/6
C578Bl/6 [375]
- - Présent
RB1 ABCA1l
SRBL7XABC (faible?) [350]
LDLR” [375]
PCSK9™" [375]
_/_
Récepteurs de la membrane SRB1 +100% [349]
basolatérale SRB1 SRB17 Pas d'effet | [350][351]
NPC1L1 "°"8x SRB1
Intesin TgX Pas d'effet [351]
ABCA1 ABCA1” - 45% [350]
ACAT2” +200% [345]
ACAT2 i Soti
Ollgonucleotlde +200% [345]
Protéines intracellulaires antisens ACAT2
Rab8/9 FVB / [354]
Limpll FVB / [354]
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SRB1” +100% [349]
SRB]. Foie Tg
NPCILL o oRBL Pas d'effet [351]
FVB * ézétimibe Pas d'effet [354]
NPC1L1
Transporteurs de la C57BI/6 + ézétimibe +100% [363]
membrane apicale ABCGS”- 40% (348]
ABCG5/G8 7
ABCGS8 Pas d'effet [14]
ABCB1” [375]
FVB + PSC833 [375]
PCSK9”" [375]
LDLR” [375]
C578I/6 [375]
LDLR” [375]
Agents pharmacologiques Eaétimib FVB Pas d'effet [354]
zétimibe
modulateurs C57BI/6 +100% (363]
ABCB4™ +66% [52]
Agoniste de LXR
C57BI/6 +91% [348]
Agoniste de PPAR FVB +70% [354]
delta
R 12H de je(in FVB -28% [366]
Jedne —
48H de jelin FVB +50% [366]
Régime gras FVB +100% [349]
Régime Western FVB +50% [349]
Régime riche en FVB Pas d'effet [349]
. cholestérol
Modulateurs nutritionels T
) ABCG5 +500% [367]
Phytostérols 7
ABCG5 +250% [367]
C57BI/6 Article 2
LDLR” Article 2
LDLR”" femelles Article 2
Pas d'accepteur FVB Présent [14][349]
Agents de la lumiére Taurocholate FVB + 150% [14]
intestinale Phosphatidylcholine FVB +400% (14]
TC/PC FVB +100% [14][349]
ABCB4™ Non impliqué [371]
Implication dans le RCT NPC1L1 FoeT® Impliqué [372]
NPC1L1” x NPC1L1 "™ | Non impliqué [373]

Tableau 5. Tableau récapitulatif des acteurs et modulateurs connus du TICE
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CARACTERISATION DES DETERMINANTS MOLECULAIRES IMPLIQUES DANS LA REGULATION DE L’EXCRETION
TRANSINTESTINALE DU CHOLESTEROL

L’objectif de cette thése a été d’apporter une base moléculaire aux mécanismes mis en jeu dans I'excrétion
transintestinale du cholestérol (TICE). Cette voie, complémentaire a la voie biliaire, permet I'efflux du
cholestérol plasmatique directement a travers la muqueuse intestinale.

Au cours de ma these, J’ai mis en évidence que le TICE est un processus métabolique actif sensible a la
température et a I'oxygene. J'ai démontré in vivo et ex vivo chez la souris mais également pour la premiere fois
ex vivo chez ’homme, qu’a la fois les lipoprotéines plasmatiques de type LDL (Low density lipoprotein) ou HDL
(High density lipoprotein) peuvent fournir du cholestérol au TICE. Bien que le LDLR (récepteur au LDL) ne soit
pas indispensable au TICE, la modulation de son expression affecte le TICE. Ainsi, I'absence de PSCK9
(Proprotein convertase subtilisin / kexin type 9), un inhibiteur endogéne du LDLR, ou un régime enrichi en
statines augmentent I’expression intestinale du LDLR et stimulent le TICE. Enfin, j'ai également montré que le
TICE est inductible par la diosgénine, un stéroide végétal connu pour ses propriétés hypocholestérolémiantes.
Les mécanismes moléculaires impliqués restent néanmoins a étre identifiés. Au niveau apical, le transporteur
multidrogues ABCB1 participe avec I’hétérodimére ABCG5/G8 a I'efflux entérocytaire du cholestérol.

Mes travaux de thése ont contribué a mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans le
fonctionnement et la régulation de cette voie. Sa caractérisation pourrait permettre a terme d’ouvrir de
nouvelles perspectives thérapeutiques pour lutter contre [I’hypercholestérolémie et les maladies
cardiovasculaires chez ’homme.

MOTS CLES

Excrétion transintestinale du cholestérol (TICE), excrétion biliaire du cholestérol, lipoprotéines, LDLR, PCSK9,
ABCB1, diosgénine, souris

CHARACTERIZATION OF THE MOLECULAR DETERMINANTS INVOLVED IN THE REGULATION OF TRANS-
INTESTINAL CHOLESTEROL EXCRETION

The aim of this thesis was to provide a molecular basis for the mechanisms involved in transintestinal
cholesterol excretion (TICE). This pathway, complementary to the biliary pathway, allows the plasma
cholesterol efflux directly through the intestinal mucosa.

During my thesis, | have shown that TICE is an active metabolic process, temperature and oxygen -sensitive. |
have demonstrated in vivo and ex vivo in mice but also for the first time ex vivo in humans, that both types of
plasma lipoproteins LDL (Low density lipoprotein) and HDL (High density lipoprotein) can provide cholesterol
for TICE. Even if the LDLR (LDL receptor) is not essential for TICE, its expression modulation affects TICE. Thus,
the absence of PSCK9 (Proprotein convertase subtilisin / kexin type 9), an endogenous inhibitor of the LDLR or a
statins-enriched diet, increase LDLR intestinal expression and stimulate TICE. Finally, | also found that TICE is
inducible by diosgenin, a plant steroid known for its cholesterol-lowering properties. However, the molecular
mechanisms involved remain to be identified. At the apical level, the multidrug transporter ABCB1 is involved
with the heterodimer ABCG5/GS, in the enterocyte cholesterol efflux.

During my PhD training, | have contributed to a better understanding of the molecular mechanisms involved in
this pathway. Its characterization could eventually lead to open new therapeutic perspectives in the struggle
against high cholesterol and cardiovascular disease in humans.

KEY WORDS

Transintestinal cholesterol excretion (TICE), biliary cholesterol efflux, lipoproteins, LDLR, PCSK9, ABCBI,
diosgenin, mice
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