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AVANT-PROPOS 
 

 La thématique principale de mon travail de thèse fut d’approfondir nos connaissances 

sur la proprotéine convertase PCSK9, une sérine protéase régulatrice du métabolisme du 

cholestérol chez l’homme et l’animal. Ces travaux de recherche m’ont conduit à explorer le 

métabolisme des acides biliaires, molécules issues de la transformation du cholestérol par le 

foie, puisqu’une partie de mes travaux porte sur la régulation hépatique de l’expression de 

PCSK9 par les acides biliaires. Dans une seconde partie, je me suis intéressé à l’expression 

et au rôle de PCSK9 dans le pancréas, et plus particulièrement dans le pancréas endocrine. 

Ainsi, mon manuscrit de thèse aborde ces différentes thématiques en les situant au préalable 

dans leur contexte bibliographique. Pour cela, la première partie de mon introduction aux 

données de la littérature rappelle les grandes lignes du métabolisme des lipoprotéines et des 

pathologies qui y sont associées, PCSK9 étant lui-meme un gène lié à l’hyper- ou à 

l’hypocholestérolémie. Puis j’aborde l’importance de la fonction insulinosécrétrice des 

cellules  du pancréas, principalement dans la mise en place du diabète de type 2. Une 

attention particulière est portée sur le rôle du cholestérol intracellulaire sur la régulation de 

la sécrétion d’insuline. Ensuite, je décris la régulation du cycle entéro-hépatique des acides 

biliares, et notamment l’émergence du récepteur nucléaire FXR comme lien moléculaire entre 

le métabolisme des acides biliaires et celui des lipides. Pour finir, j’introduis la famille des 

sérines protéases, leur mode de fonctionnement et leurs divers rôles physiologiques. PCSK9 

est le 9
ème

 membre particulier identifié de cette famille. L’ensemble des données de la 

littérature se rapportant à PCSK9 est décrit dans ce dernier chapitre, conduisant à nos 

hypothèses de travail. Ces travaux ont abouti à une publication et à la rédaction d’un second 

manuscrit toujours en préparation. Les méthodes utilisées et les résultats obtenus figurent 

dans la partie travaux personnels de ce manuscrit, présentés sous la forme d’articles. Ma 

participation à d’autres travaux du laboratoire est présentée dans une partie annexe. 
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I) Le métabolisme des lipides 

 

1) Métabolisme lipidique et lipoprotéines 

 

a) Molécules de transport des lipides : les lipoprotéines 

 
Les lipides constituent une vaste famille hétérogène de molécules dont les rôles vont 

de substrats énergétiques pour les cellules, de composés structuraux pour les membranes 

cellulaires, ou encore de médiateurs de signalisation intracellulaire. L’hydrophobicité est le 

caractère commun à tous les lipides, mais leur variété est immense dans les organismes 

vivants. Les lipides peuvent être classés selon leur composition chimique et leur structure :  

 

 Les acides gras sont des acides carboxyliques aliphatiques. Ils sont composés de 

chaînes linéaires de carbones hydrogénés présentant, à une extrémité, la fonction acide 

carboxylique. Un acide gras saturé est un acide gras dont tous les atomes de carbone 

sont saturés en hydrogène ; si la chaîne de carbone comporte une ou plusieurs doubles 

liaisons carbone-carbone, l’acide gras est mono ou polyinsaturé, respectivement. 

 Une, deux ou trois molécules d’acide gras peuvent estérifier le glycérol sur ses 

groupements hydroxyles pour donner des mono, di ou triglycédrides. Les 

triglycérides constituent les molécules de réserve énergétique anhydre par excellence 

chez les animaux. 

 Le cholestérol est une molécule de la famille des stérols. Il comprend 4 cycles 

carbonés composant le noyau cyclo-pentano-phénanthrénique. Le cholestérol possède 

un groupement hydroxyle qui peut être estérifié par un acide gras, rendant la molécule 

totalement insoluble dans l’eau. Le cholestérol n’a pas fonction de substrat 

énergétique. Il sert de précurseur aux hormones stéroïdiennes de la corticosurrénale 

(aldostérone, cortisol et DHEA) ou sexuelles (progestérone, œstrogène, testostérone). 

Surtout,  c'est un composant majeur des membranes cellulaires qui contribue à leur 

stabilité et au maintien de leurs structures en s'intercalant entre les phospholipides.    

 Les phospholipides comprennent la sphingomyéline et les glycérophospholipides. Ils 

sont constitués d’un diglycéride dont le troisième hydroxyle du glycérol est estérifié 

par un acide phosphorique. L’acide phosphorique peut lui-même être, une deuxième 

fois, dérivé par un alcool ce qui lui confère ses propriétés amphiphiles. La diversité 

des phospholipides rend compte à la fois des propriétés modulatrices de ces molécules 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_carboxylique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Aliphatique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Phospholipide
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au sein des membranes cellulaires et de leur fonction de précurseurs d’un large 

éventail de médiateurs lipidiques. 

 

Les besoins en lipides sont un impératif de survie pour les cellules, qui peuvent être 

comblés par la biosynthèse de novo. Les cellules réalisent également l’épargne énergétique de 

leur synthèse en captant les lipides extracellulaires. Ceux-ci étant hydrophobes, les 

organismes vivants dotés d’un système circulatoire se sont pourvus d’un système de transport 

adapté. Seuls les acides gras circulent sous forme libre ou complexés à l’albumine. Ainsi, les 

lipides sont transportés dans le plasma et la lymphe au sein de complexes macromoléculaires : 

les lipoprotéines. Les lipoprotéines sont des édifices complexes et labiles, constitués d’un 

noyau lipidique hydrophobe composé de triglycérides (TG) et de cholestérol estérifié (CE), 

entouré d’une monocouche de phospholipides (PL), de cholestérol libre (CL) et de protéines 

amphiphiles, les apolipoprotéines (figure 1). 

 

 
 

Figure 1 : Représentation schématique des lipoprotéines 
 

 

Au milieu du siècle dernier, Gofman et son équipe ont isolé les différentes espèces de 

lipoprotéines par ultracentrifugation. Ils définirent une classification basée sur leur densité de 

flottation : HDL (high density lipoprotein), LDL (low density lipoprotein), IDL (intermediate 

density lipoprotein), VLDL (very large density lipoprotein) et chylomicrons (tableau I). Ce 

sont les particules les plus riches en lipides qui sont les moins denses, et celles qui sont les 

plus riches en protéines qui sont les plus denses. La densité reflète aussi leur capacité de 

chargement en lipides, et donc leur volume. Les chylomicrons et les VLDL sont de larges 
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lipoprotéines essentiellement constituées en TG appelées lipoprotéines riches en TG ou TRL 

(TG rich lipoprotein). 

 
 

Tableau I : Propriétés des différentes classes de lipoprotéines          

d’après (Toussaint et al., 2003) 
 

Chaque classe de lipoprotéines est caractérisée par son contenu en apolipoprotéines. 

Leur élément moléculaire commun est un motif de 11 acides aminés, formant une hélice de 

3,6 acides aminés/tour. Les acides aminés polaires sont regroupés sur une face et ceux qui 

sont apolaires sur l’autre face de l’hélice (figure 2), lui conférant des caractéristiques d’hélice 

α amphiphile.  

 
 

Figure 2 : Structure de l’hélice α des apolipoprotéines                            

d’après (Béréziat and Benlian, 1999) 
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Il existe plusieurs apolipoprotéines. Elles ont été initialement classées en « A » (apo-

A) si elles étaient purifiées à partir des α-lipoprotéines (HDL), « B » (apo-B) si elles étaient 

purifiées à partir des β-lipoprotéines (LDL) et « C » (apo-C) si elles étaient purifiées à partir 

des VLDL. L’apolipoprotéine E (apo-E) a été purifiée à partir des IDL de sujets atteints 

d’hyperlipidémie de type III. Bien plus que leur rôle structural dans la composition des 

lipoprotéines, les apolipoprotéines gouvernent le devenir de ces particules (tableau II). En 

effet, les apolipoprotéines sont des activateurs ou inhibiteurs enzymatiques, elles sont 

également les ligands de récepteurs membranaires spécifiques. Elles influencent donc le 

métabolisme des lipoprotéines que nous allons décrire maintenant. 

 

 

 
 

 

Tableau II : Répartition et fonction des apolipoprotéines                  

d’après (Toussaint et al., 2003) 
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b) Métabolisme des lipoprotéines 

 
La circulation des lipides au travers des lipoprotéines s’organise en un réseau 

complexe et interconnecté que l’on peut diviser en 3 voies principales. On distingue la voie 

de transport des lipides exogènes, qui a lieu uniquement au cours de la période 

postprandiale, la voie de production endogène et enfin la voie du retour inverse du 

cholestérol (pour revues : Béréziat et al., 1999;Toussaint et al., 2003). 

 

- La voie de transport des lipides exogènes 

 

 Elle assure la distribution des lipides alimentaires suite à leur absorption par l’intestin. 

Elle débute par la synthèse intestinale des chylomicrons, volumineuses lipoprotéines dont le 

contenu en lipides est représenté par 90 % de TG. Dans la lumière intestinale, les lipides 

subissent l’action des triglycérides lipases, phospholipases et cholestérol estérases. Les AGL, 

monoglycérides et cholestérol libre produits vont former des micelles et entrer en contact avec 

la membrane apicale des entérocytes. Les AGL entrent dans la cellule via le transporteur 

FATP4 (fatty acid transport protein 4) et sont pris en charge par la I-FABP (intestinal fatty 

acid binding protein) dans le cytosol de la cellule. La neutralisation des AGL par la I-FABP et 

leur estérification en acyl-CoA permettent d’entretenir un gradient favorisant l’entrée des 

AGL dans l’entérocyte. Ces acyl-CoA serviront ensuite à la synthèse des TG des 

chylomicrons. Le cholestérol pénètre dans l’entérocyte par l’intermédiaire du transporteur 

NPC1-L1 (niemann pick C1 like 1) et est estérifié avec un acide gras par l’ACAT-2 (acyl 

cholesterol acyl transferase) avant d’incorporer les chylomicrons.  

La synthèse des lipoprotéines riches en TG, chylomicrons dans l’intestin et VLDL 

dans le foie, se déroule de la même façon dans le réticulum endoplasmique (RE) des 

entérocytes et hépatocytes, respectivement. L’apo-B constitue la charpente des chylomicrons 

et des VLDL, on distingue cependant l’apo-B100 présente dans les VLDL de l’apo-B48 

spécifique des chylomicrons. L’apo-B48 est une forme tronquée de l’apo-B100 fabriquée par 

édition de l’ARN messager (ARNm) de l’apo-B100 sous l’effet de la désaminase APOBEC-1 

(apo-B mRNA-editing enzyme, catalytic polypeptide-like 1) exprimée uniquement dans 

l’intestin chez l’homme (Chan et al., 1997). Le RE est le lieu de biosynthèse des TG à partir 

des acides gras alimentaires et d’estérification du cholestérol exogène. C’est également le lieu 

de production de l’apo-B par les ribosomes. Les TG sont ensuite associés à l’apo-B sous 

l’action de la MTP (microsomal triglyceride transfer protein) (figure 3). La MTP transfère 
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des lipides sur l’apo-B et lui permet d’acquérir une conformation appropriée et de poursuivre 

sa translocation dans le réticulum endoplasmique. Au terme de cette première étape, une 

lipoprotéine intermédiaire est formée. Cette dernière subit alors une étape de maturation qui 

consiste en la fusion avec une vésicule lipidique dépourvue d’apo-B et générée par la MTP 

elle-même. Les chylomicrons sont ensuite concentrés au sein de l’appareil de Golgi dans des 

vésicules de sécrétion et libérés par les entérocytes dans la lymphe. Les chylomicrons 

rejoindront la circulation sanguine au niveau de la veine sous clavière gauche où ils 

acquièrent rapidement les apo-C et E. 

 

 
 

Figure 3 : Synthèse des TRL dans le réticulum endoplasmique des entérocytes et 

des hépatocytes, d’après (Toussaint et al., 2003) 
 

 

 Les chylomicrons subissent alors l’action de la LPL (lipoprotéine lipase) qui hydrolyse 

les TG, fournissant des AGL captés par les cellules (figure 4, en violet). La LPL est fixée à 

l’endothélium des capillaires sous forme d’homodimère, elle est activée par l’apo-CII et 

inhibée par l’apo-CIII. Le rapport apo-CII sur apo-CIII dans les TRL conditionne l’activité de 

la LPL. La lipolyse des chylomicrons favorise le détachement de composants de surface (PL, 

CL et apo-AI, AII et AIV) ce qui génère des particules HDL natives. La clairance des résidus 

de chylomicrons, appelés remnants de chylomicrons, est assurée par un récepteur hépatique 

liant l’apo-E, le LRP (low density lipoprotein receptor related protein). Il a été montré 

l’expression d’un récepteur aux remnants de chylomicrons spécifique de l’apo-B48 

(apoB48R) dans les macrophages (Brown et al., 2000). In vitro, ce récepteur induit la capture 

des TRL alimentaires par les macrophages et initie leur conversion en cellules spumeuses. La 

présence de ce récepteur est détectée dans les cellules spumeuses au niveau des lésions 

athéromateuses chez l’homme (Brown et al., 2000). 
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- La voie de transport des lipides endogènes 

 

 Cette voie assure le transport des lipides endogènes du foie vers les tissus 

périphériques leur garantissant un apport permanent en TG et cholestérol. Elle met en jeu les 

lipoprotéines à apo-B100 que sont les VLDL, IDL et LDL. Cette voie est initiée dans les 

hépatocytes par la synthèse et la sécrétion des VLDL. Leur synthèse dans le RE est identique 

à celle des chylomicrons dans l’entérocyte (figure 3). Les triglycérides hépatiques, 

constituants majeurs des VLDL, sont synthétisés à partir des AGL exogènes transportés par 

les chylomicrons, des AGL endogènes issus de la lipolyse du tissu adipeux blanc et 

proviennent également de la lipogenèse de novo hépatique (pour revue : (Postic and Girard, 

2008). Une fois sécrétées dans la circulation sanguine, ces particules acquièrent les apo-C et 

E. Les VLDL subissent alors l’action de la LPL qui hydrolyse les TG et donne des particules 

plus petites et plus denses : les IDL (figure 4, en vert). Les IDL ne possèdent plus l’apo-C. 

Les IDL sont le substrat d’une seconde lipase : la lipase hépatique (LH), qui produit des 

particules enrichies en cholestérol : les LDL. Les LDL perdent l’apo-E et ne contiennent plus 

que l’apo-B100. Ainsi, tout au long de la cascade VLDL-IDL-LDL, les particules 

s’appauvrissent en TG, s’enrichissent en cholestérol et deviennent plus petites et plus denses. 

Cependant, il faut noter l’action de la CETP (cholesterol ester transfert protein) qui permet 

l’échange de CE des LDL contre des TG des VLDL. Ceci provoque un enrichissement des 

LDL en TG, qui deviennent un substrat pour la LH produisant ainsi des LDL plus petites et 

plus denses. 

Ces lipoprotéines peuvent être retirées de la circulation sanguine par interaction avec 

des récepteurs cellulaires spécifiques. De part leur apo-E, les VLDL et IDL sont reconnues et 

captées par la LRP, le récepteur au VLDL (VLDLR), le récepteur à l’apo-E (apoER) ou le 

récepteur aux LDL (LDLR). Le VLDLR est peu exprimé au niveau du foie, il est surtout 

impliqué dans le captage des lipoprotéines par les organes périphériques contrairement au 

LDLR. Le LDLR, encore appelé récepteur à l’apoB/E, est le seul récepteur capable de 

reconnaître et d’endocyter les LDL via leur apo-B. 

 

- La voie de transport inverse du cholestérol 

 

Elle assure le retour du cholestérol excédentaire des tissus périphériques incapables de 

le cataboliser vers le foie, principal organe d’élimination du cholestérol de l’organisme. Le 
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cholestérol sera éliminé directement dans la bile ou après transformation en acides biliaires. Il 

s’agit donc d’un mécanisme anti-athérogène qui met en jeu les lipoprotéines à apo-A : les 

HDL. Les particules HDL natives (préβHDL), synthétisées par le foie et l’intestin ou 

provenant de la lipolyse des particules riches en TG, sont discoïdales et constituées d’une 

apolipoprotéine échangeable, l’apo-AI, et d’une monocouche de phospholipides et de 

cholestérol. Elles ont une forte affinité pour le cholestérol libre, lequel est associé aux 

phospholipides dans les membranes cellulaires.  

L’efflux du cholestérol cellulaire, étape au cours de laquelle le cholestérol est transféré 

des cellules vers les accepteurs préβHDL, constitue la première phase du transport reverse du 

cholestérol (figure 4, en bleu). Cet efflux de cholestérol est facilité par l’interaction de l’apo-

AI avec un transporteur membranaire à activité ATPasique : le transporteur ABCA1 (ATP 

binding cassette A1). ABCA1 facilite la translocation du cholestérol des pools intracellulaires 

vers la membrane plasmique. L’efflux de cholestérol est principalement dépendant de la 

lécithine cholestérol-acyltransférase (LCAT), enzyme associée aux HDL dans le plasma. 

L’apo-AI active la LCAT qui transfère un acide gras d’un phospholipide vers le cholestérol. 

Les esters de cholestérol ainsi formés intègrent le coeur de la particule, laquelle prend une 

forme sphérique et devient une HDL3. Les esters de cholestérol générés par la LCAT et 

localisés au cœur des particules HDL3 peuvent suivre deux voies métaboliques. Les particules 

devenues sphériques s’enrichissent en TG par l’intermédiaire de la CETP, qui échange les 

esters de cholestérol des HDL contre les TG des VLDL. Ces particules dont les TG sont 

hydrolysés par la lipase hépatique donnent de nouvelles particules de type HDL3 plus petites. 

Cette action de la CETP est un véritable court-circuit du transport reverse du cholestérol 

puisque le CE des HDL est alors remis en circulation dans les VLDL. 

Dans le compartiment plasmatique, les particules HDL3 peuvent également connaître 

une étape supplémentaire de maturation sous l’influence de la protéine de transfert des 

phospholipides (PLTP). À partir de deux particules HDL3, de taille et de densité 

intermédiaires, et grâce à un processus fusionnel, la PLTP va permettre l’émergence de 

particules HDL2 de grande taille et de préHDL. Enfin, les HDL sont capables de délivrer les 

esters de cholestérol au niveau cellulaire par l’intermédiaire d’un récepteur de la famille des 

récepteurs scavengers : SR-B1. SR-B1 (scavenger receptor class B member 1) assure la 

captation sélective du CE, un processus par lequel les esters de cholestérol des HDL pénètrent 

à l’intérieur de la cellule sans endocytose. Les HDL s’appauvrissent en cholestérol reformant 

alors des préHDL. 
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Figure 4 : Métabolisme des lipoprotéines 
 

 

c) Les dyslipidémies 

 
 Les dyslipidémies constituent des troubles du métabolisme des lipoprotéines. A 

l’heure actuelle, le lien de causalité entre les dyslipidémies et l’apparition de l’athérosclérose 

est clairement établi. Les dyslipidémies peuvent avoir comme origine la mutation de gènes du 

métabolisme des lipoprotéines et possèdent ainsi un caractère héréditaire. Elles peuvent aussi 

être secondaire à certains états physiopathologiques (le diabète et les états 

d’insulinorésistance, l’hypothyroïdie, la grossesse, l’alcoolisme, les syndromes néphrotiques 

ou encore les infections au VIH) et à des traitements médicamenteux (diurétiques, stéroides, 

immunosuppresseurs, β-bloquants). Les dyslipidémies secondaires constituent la cause la plus 

fréquente des anomalies lipidiques observées chez l’adulte. Les dyslipidémies secondaires 

modifient et aggravent fréquemment le phénotype lipidique des malades ayant une 

hyperlipidémie primaire (figure 5). 
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Figure 5 : Interactions entre les différentes dyslipidémies 
 

 

 En 1967, une classification internationale des dyslipidémies a été établie par 

Fredrickson sur l’aspect du sérum après 12h de jeun. Il décrit ainsi 6 phénotypes : 

- les dyslipidémies de type I : le sérum est lactescent. On observe une augmentation élevée 

des TG plasmatiques liée à une augmentation des chylomicrons. 

- les dyslipidémies de type IIa : le sérum est limpide. Elle est caractérisée par une 

augmentation du cholestérol associée aux LDL (LDL-C). 

- les dyslipidémies de type IIb : le sérum est limpide. On a une augmentation des 

lipoprotéines à apo-B VLDL et LDL, ce qui entraîne une augmentation du cholestérol et des 

triglycérides plasmatiques. 

- les dyslipidémies de type III : le sérum est opalescent. Elle est la conséquence d’une 

augmentation des particules IDL et des remnants de chylomicrons dans le plasma. 

- les dyslipidémies de type IV : le sérum est opalescent. Elle consiste en une augmentation 

des VLDL-TG et une diminution du HDL-C. Le LDL-C n’est pas modifié. 

- les dyslipidémies de type V : le sérum est lactescent. C’est une hypertriglycéridémie causée 

par une augmentation conjointe des VLDL et des chylomicrons. 

  

 De façon plus pragmatique, les dyslipidémies peuvent être séparées en 

hyperlipidémies et en hypolipidémies. Ces dernières ne sont pas prises en compte dans la 

classification de Fredrickson. 
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- Les hyperlipidémies 

 

Les hypertriglycéridemies majeures : 

  

 On y trouve les dyslipoprotéinémies de type IV. Elles représentent 30% des 

dyslipidémies. Les concentrations en TG sont élevées du fait d’une augmentation des VLDL. 

Le LDL-C est normal mais le HDL-C est diminué. Cette dyslipidémie est le plus souvent 

associée aux états d’insulinorésistance. Les mécanismes moléculaires de la mise en place de 

cette dyslipidémie dans le syndrome métabolique seront décrits plus loin.  

 La dyslipoprotéinémie de type I ou hyperchylomicronémie familiale. Pathologie 

exceptionnelle, elle concerne 1 patient sur un million. Elle est liée à un déficit congénital de la 

LPL ou de son activateur l’apo-CII et donc un défaut de la lipolyse. L’hypertriglycéridémie 

massive se complique dès l’enfance de pancréatites aigües. 

 La dyslipoprotéinémie de type V. Elle est caractérisée par une augmentation des 

VLDL et des chylomicrons. Elle est également très rare et possède une clinique proche du 

type I. Son origine génétique est mal connue. En pratique, on trouve des formes secondaires 

issues de l’évolution d’une dyslipidémie de type IV. 

 

Les hypercholestérolémies primaires : 

 

 On distingue celles qui concernent le HDL-C et celles qui impliquent le LDL-C. 

 Les hyperαlipoprotéinémies. Il s’agit d’hypercholestérolémies primaires, modérées 

et caractérisées par une augmentation du HDL-C et de l’apo-AI sans augmentation du LDL-C. 

C’est une pathologie silencieuse à transmission autosomique dominante dont le gène muté est 

la CETP. Ces mutations du gène de la CETP qui provoquent une diminution de son activité 

sont fréquentes dans le nord du Japon (Inazu et al., 1990). 

 

 L’hypercholestérolémie familiale (HF). L’HF est une affection génétique fréquente, 

résultant d’une mutation du gène codant pour le LDLR. Elle se transmet sur un mode 

autosomique dominant et se manifeste par une élévation de la concentration plasmatique du 

LDL-C tout au long de la vie, responsable de la survenue précoce de complications 

cardiovasculaires. L’autre caractéristique clinique est l’existence de dépôts de cholestérol 

extravasculaires : les xanthomes et l’arc cornéen. Historiquement, l’HF est la première 
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anomalie génétique identifiée responsable d’infarctus du myocarde. On peut séparer la 

population atteinte d’HF en deux groupes : les sujets hétérozygotes ayant hérité d’un seul 

allèle muté avec une prévalence moyenne d’un cas sur 500 naissances, ce qui classe cette 

affection comme la maladie génétique la plus fréquente, et les sujets homozygotes porteurs de 

deux allèles mutés, qu’ils soient identiques ou non, avec une prévalence d’un cas sur 1 million 

de naissances (Goldstein et al., 1973). La prévalence de l’hétérozygotie est considérablement 

accrue dans certaines régions du globe : au Québec 1/270, en Afrique du Sud 1/100, chez les 

Juifs de Lituanie 1/67. Le taux plasmatique de cholestérol total est généralement compris 

entre 3,50 et 5,50 g/L chez les hétérozygotes et entre 6,0 et 12,0 g/L chez les homozygotes. Le 

taux de cholestérol LDL moyen chez les hétérozygotes est deux à trois fois plus élevé que 

chez les sujets sains. Chez les homozygotes, il est deux à trois fois plus fort que chez les 

hétérozygotes. 

 La déficience familiale en apo-B100. C’est également une hypercholestérolémie 

autosomique dominante de type IIa qui implique un défaut de clairance des LDL concernant 

le ligand du LDLR, l’apo-B qui est mutée dans son domaine de liaison au LDLR. Sa 

fréquence est de 1 pour 12000. Son tableau clinique est proche de celui de l’HF hétérozygote 

mais en plus modéré. Les sujets homozygotes ont souvent des taux de cholestérol similaires 

aux hétérozygotes. Ceci suggère un phénomène d’adaptation pour stimuler la clairance des 

IDL via leur apo-E. On a donc une moindre accumulation des LDL dans le plasma que 

lorsque le LDLR est muté. 

 L’hypercholestérolémie autosomique récessive. C’est une maladie rare (inférieure à 

1 pour 5000), homozygote, due à une mutation du gène ARH (autosomal recessive 

hypercholesterolemia). ARH est une protéine adaptatrice de l’ancrage membranaire du LDLR 

qui provoque l’internalisation du LDLR quand il lie une particule de LDL. Un défaut de cette 

protéine empêche donc l’internalisation du LDLR et des LDL. 

 

 Hypercholestérolémie et athérosclérose. L’athérosclérose est une maladie 

inflammatoire des artères de gros et moyens calibres. Les pathologies cardiovasculaires 

associées à l’athérosclérose (accidents vasculaires cérébraux, infarctus du myocarde, artérite 

des membres inférieurs) sont la première cause de morbidité et de mortalité dans les pays 

industrialisés. L’hypercholestérolémie, et plus particulièrement l’augmentation du LDL-C, est 

un facteur de risque primordial de l’athérosclérose. L’augmentation des particules de LDL 

dans la circulation sanguine va favoriser leur infiltration dans la paroi des artères. Sur place, 

elles peuvent subir des modifications oxydatives et vont entraîner l’activation des cellules de 
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l’endothélium vasculaire. Les monocytes recrutés vont internaliser les LDL oxydées via leurs 

récepteurs scavenger et se transformer à la longue en cellules spumeuses. Les cellules 

spumeuses s’accumulent dans la paroi artérielle, formant le noyau lipidique de la future 

plaque d’athérome. Sous l’action des cytokines pro-inflammatoires des macrophages 

spumeux, les cellules musculaires lisses de la média prolifèrent, perdent leur caractère 

contractile, et entourent le noyau lipidique, constituant la chape fibreuse de la plaque 

d’athérome. Par la suite, la plaque d’athérome peut devenir hémorragique et se compliquer  

avec la mise en route des cascades de coagulation et d’agrégation des plaquettes, obstruant 

encore plus la lumière des vaisseaux : c’est l’accident ischémique aïgu (Ross, 1999). 

 

 Traitement des hypercholestérolémies par les statines. Les statines constituent la 

classe de médicaments hypocholestérolémiants la plus prescrite pour le traitement de 

l’hypercholestérolémie. Les statines sont des inhibiteurs compétitifs de la HMG-CoA 

réductase, l’enzyme limitante de la biosynthèse du cholestérol. En diminuant ainsi le 

cholestérol intracellulaire, les statines augmentent l’activité du facteur de transcription 

SREBP2 (sterol response element bindind protein 2). SREBP2 contrôle positivement 

l’expression des gènes qui augmentent le cholestérol intracellulaire, comme la HMGCoA 

reductase mais surtout le LDLR. Ainsi l’augmentation de l’expression du LDLR permet 

l’épuration des LDL de la circulation sanguine essentiellement au niveau du foie. 

 

Les hyperlipidémies mixtes : 

 

 Les hyperlipidémies mixtes sont caractérisées par une augmentation conjointe des 

concentrations plasmatiques de cholestérol et de TG. 

 L’hyperlipidémie combinée familiale (HCF). L’HCF recoupe les dyslipidémies de 

type IIa, IIb et de type IV. L’HCF se caractérise par sa variabilité d’expression au sein d’une 

famille et chez un même individu au cours du temps, ce qui rend difficile son diagnostic. Sa 

fréquence est de 5 pour 1000. L’HCF comprend une hyperproduction des lipoprotéines à apo-

B et une diminution du catabolisme des lipoprotéines riches en TG. Elle est également 

associée à une augmentation de la proportion de LDL petites et denses. Sa physiopathologie 

reste mal connue tant au plan métabolique qu’au plan génétique où les études familiales ont 

trouvé une association avec différents loci. 

 L’hyperprotéinémie de type III ou dysβlipoprotéinémie familiale. C’est une 

hyperlipidémie mixte génétique caractérisée par une accumulation des remnants des 
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chylomicrons et des VLDL. L’anomalie moléculaire principale est la présence de l’isoforme 

E2 de l’apo-E à l’état homozygote. Cette dyslipidémie est consécutive à une mauvaise 

reconnaissance de l’apo-E à ces récepteurs membranaires, ce qui diminue la clairance des 

remnants de chylomicrons et des VLDL / IDL. Sa fréquence est de 1 pour 10000. 

 

- Les hypolipidémies 

 

Les hypoβlipoprotéinémies et les aβlipoprotéinémies 

 

 Ces anomalies sont liées à un défaut de production de l’apo-B qui peut être total (aβ) 

ou partiel (hypoβ). Les formes incomplètes sont causées par des mutations du gène de l’apo-B 

entrainant la formation d’une apo-B tronquée. La forme complète d’aβlipoprotéinémie est une 

affection rare, autosomique récessive, liée à l’impossibilité de fabriquer des VLDL ou 

chylomicrons à cause d’une mutation du gène de la MTP. Ces défauts donnent lieu, dès la 

première enfance, à des déficits neurologiques centraux associés à une stéatose majeure et à 

un défaut d’absorption intestinale des lipides et des vitamines liposolubles (Gregg and 

Wetterau, 1994). 

 

Les hypoαlipoprotéinémies 

 

 La maladie de Tangier se caractérise par des concentrations effondrées en HDL-C, une 

athérosclérose précoce dès l’enfance, des manifestations neuro-périphériques et une 

hypertrophie orangée des amygdales. Très rare, elle se transmet sur le mode autosomique 

récessif. Ces anomalies sont la conséquence du déficit du gène codant le transporteur ABCA1, 

qui conduit l’efflux du cholestérol à partir de la cellule vers l’apo-AI acceptrice du 

cholestérol. Ainsi, le cholestérol en excès s’accumule dans la cellule alors que la formation 

des préβ-HDL, étape initiale du retour inverse du cholestérol vers le foie, est compromise 

(pour revue : (Brunham et al., 2008;Tang and Oram, 2009). 

 D’autres hypoHDLémies sont consécutives à des déficits sur les gènes de l’apo-AI ou 

bien de la LCAT. 
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2) Syndrome métabolique et diabète de type 2 

 

a) Définition du syndrome métabolique  

 

 Les maladies cardiovasculaires liées à l’athérosclérose représentent la première cause 

de mortalité et de morbidité dans les pays industrialisés. L’athérosclérose a une origine 

multifactorielle, parmi lesquels l’obésité et le diabète de type 2 qui atteignent des proportions 

épidémiques dans ces pays. La perte de sensibilité à l’insuline, et l’hyperinsulinémie 

consécutive, sont au centre d’un état clinique qualifié de syndrome métabolique, encore 

nommé syndrome d’insulinorésistance ou syndrome X. Le syndrome métabolique se définit 

comme une constellation d’anomalies métaboliques et hémodynamiques qui gravitent autour 

de l’axe obésité viscérale / insulinorésistance (Eckel et al., 2005) (figure 6). Ces pathologies : 

dyslipidémie mixte, hypertension, obésité abdominale, diabète de type 2, stéatose hépatique 

mais également un état pro-inflammatoire et pro-coagulant sont autant de facteurs de risque 

cardiovasculaire susceptibles d’altérer l’intégrité de l’endothélium vasculaire et de favoriser la 

survenue de l’athérosclérose (Eckel et al., 2005). 

 

 
 

Figure 6 : Pathologies associées au syndrome métabolique 
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 Ce concept de syndrome métabolique existe depuis 80 ans, puisqu’il était déjà décrit 

dans les années 1920 par Kylin. Plus tard, en 1947, Vague attirait l’attention sur l’obésité de 

type androïde comme facteur commun associé avec le diabète de type 2 et les maladies 

cardiovasculaires. De nombreuses définitions cliniques du syndrome métabolique ont été 

proposées depuis la première, en 1998, par un groupe d’experts de l’Organisation Mondiale 

de la Santé (OMS). Depuis, d’autres définitions ont été formulées par le National Cholesterol 

Education Program’s Adult Treatment Panel III (NCEP-ATP III) et le Groupe Européen pour 

l’Etude de l’Insulinorésistance. Ces définitions concordent sur les composants essentiels : 

hyperglycémie, obésité abdominale, hypertension et dyslipidémie, mais diffèrent dans les 

critères (tableau III). La définition de l’OMS et du Groupe Européen pour l’Etude de 

l’Insulinorésistance incluent toutes deux l’hyperglycémie à jeun et l’insulinorésistance comme 

composant essentiel. Dans la définition de l’ATP III, ce composant n’est pas inclus. 

Récemment, un groupe d’experts de l’International Diabetes Federation (IDF) a proposé une 

nouvelle définition, dérivée de celle du NCEP-ATP III, mais qui pose l’obésité abdominale 

comme un élément obligatoire de la définition du syndrome (tableau III). Cette définition se 

veut internationale et les seuils de tour de taille proposés varient suivant les différentes 

éthnies. 
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Définition de l’OMS 

 Diabète ou hyperglycémie à jeun ou intolérance au glucose ou insulinorésistance 

+ 2 paramètres suivants ou plus : 
 Obésité : IMC > 30 ou ratio taille sur hanche > 0.9 (homme) ou > 0.85 (femme) 

 Dyslipidémie : TG ≥ 1.7 mM ou HDL < 0.9 mM (homme) ou < 1 mM  (femme) 

 Hypertension : pression sanguine > 140 / 90 mmHg 

 Microalbuminurie : excretion d’albumine > 20 µg/min 

Définition du groupe européen pour l’étude de l’insulinorésistance 

 Insulinorésistance / Hyperinsulinémie 

+ 2 paramètres suivants ou plus : 
 Obésité centrale: circonférence de la taille ≥ 94 cm (homme) ou ≥ 80 cm (femme) 

 Dyslipidémie : TG > 2 mM ou HDL < 1 mM  

 Hypertension : pression sanguine ≥ 140 / 90 mmHg 

 Glycémie a jeun : ≥ 6.1 mM 

Définition du NCEP-ATP III 

 3 paramètres suivants ou plus : 

 Obésité centrale: circonférence de la taille > 102 cm (homme) ou > 88 cm (femme) 

 Hypertriglycéridémie : TG  ≥ 1.7 mM  

 HDL-C bas : < 1 mM (homme) ou < 1.3 mM (femme) 

 Hypertension : pression sanguine ≥ 135 / 85 mmHg 

 Glycémie a jeun : ≥ 6.1 mM 

Définition de l’IDF 

  Obésité centrale: circonférence de la taille ≥ 94 cm (homme) ou ≥ 80 cm (femme) (Europe) 

+ 2 paramètres suivants ou plus : 

 Hypertriglycéridémie : TG  ≥ 1.7 mM  

 HDL-C bas : < 1 mM (homme) ou < 1.3 mM (femme) 

 Hypertension : pression sanguine ≥ 135 / 85 mmHg 

 Glycémie a jeun : ≥ 6.1 mM 

 

Tableau III : Les définitions cliniques du syndrome métabolique 

 

b) Obésité, insulinorésistance, inflammation et stéatose hépatique 

 
 L'insuline, sécrétée par les cellules β des îlots pancréatiques, est une hormone clé de 

l’homéostasie glucidique. L'insuline a une action hypoglycémiante immédiate : en se liant à 

son récepteur, elle provoque une cascade de réactions intracellulaires stimulant le captage 

cellulaire du glucose et permettant son effet anabolisant sur le métabolisme glucidique, mais 

aussi lipidique et protéique (figure 7). La liaison de l'insuline à son récepteur induit 

l’autophosphorylation de celui-ci sur les résidus tyrosine de sa partie cytoplasmique, mais 

aussi sur les résidus tyrosine de protéines d’ancrage comme les substrats du récepteur à 

l'insuline 1 et 2 (IRS1, IRS2). Ainsi phosphorylés sur des résidus tyrosines, les IRS 1 et 2 

peuvent recruter et activer la phosphatidyl inositol 3 kinase (PI3K). La PI3K, à son tour, 

induit le recrutement la protéine kinase Akt. La voie de signalisation PI3K / Akt est à l'origine 
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de la transmission des effets métaboliques de l'insuline. Dans le foie, l'insuline stimule la 

glycogénogenèse et inhibe la néoglucogenèse. Dans les muscles squelettiques, elle induit le 

captage intracellulaire du glucose via la translocation membranaire des transporteurs au 

glucose de type Glut-4 et stimule la glycogénogenèse et la synthèse protéique. Enfin, dans le 

tissu adipeux, elle permet le recrutement des Glut-4 et l'inhibition de la lipolyse (Wilcox, 

2005). 

 L'insulinorésistance (IR) se définit comme une situation dans laquelle une insulinémie 

normale ou élevée produit une réponse biologique anormalement basse. L'IR est positivement 

corrélée avec l'augmentation de l'IMC (indice de masse corporelle, en kg/m2), du tour de 

taille et en particulier du rapport taille / hanche (Wilcox, 2005). Ceci reflète une augmentation 

de la masse adipeuse viscérale qualifiée d'obésité androïde. Le tissu adipeux viscéral 

correspond à la matière grasse intra-abdominale située autour des intestins et se trouve donc 

directement en relation avec le foie en empruntant la circulation splanchnique. Parce que les 

adipocytes du tissu adipeux viscéral possèdent une très forte activité lipolytique intrinsèque, 

une augmentation de la masse adipeuse abdominale résulte en une élévation marquée du flux 

d'AGL en direction du foie par la circulation sanguine entraînant ainsi une perte de sensibilité 

à l'insuline de cet organe (Wajchenberg, 2000). Ce phénomène de lipotoxicité existe 

également dans les muscles squelettiques. L'accumulation des AGL dans les cellules 

provoque une augmentation de leurs produits dérivés que sont les diacylglycérols (DAG), les 

céramides et les acyl-CoA (Kovacs and Stumvoll, 2005). Il est montré que ces molécules 

activent des protéines kinases C (PKC) atypiques (PKCθ) qui phosphorylent les IRS sur leurs 

résidus serine et thréonine (figure 7) (Shulman, 2000). La phosphorylation des résidus serine / 

thréonine des IRS, et non plus tyrosine, bloque la transduction intracellulaire du signal 

insulinique par la voie PI3K / Akt dans les cellules musculaires et hépatiques, mais également 

dans les adipocytes, accentuant de fait la lipolyse adipocytaire et la libération supplémentaire 

d'AGL. 
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Figure 7 : Voies de signalisation de l’insuline, modifié  

d’après (Muniyappa et al., 2007) 
 

 Mais le tissu adipeux est aussi un véritable organe endocrine. Des données suggèrent 

la présence de macrophages résidants au sein du tissu adipeux qui seraient responsables du 

relargage de cytokines pro-inflammatoires TNFα (tumor necrosis factor α) et IL-6 

(interleukine 6) dans la circulation sanguine. Ces cytokines agissent sur le foie qui produit 

alors de la protéine C réactive (CRP) et d’autres protéines de la phase aigüe, contribuant à 

l’état systémique pro-inflammatoire. Mais ces concentrations plasmatiques élevées de TNFα 

et d’IL6 ont aussi une action négative sur la sensibilité à l’insuline puisque ces cytokines 

activent dans les cellules des sérines kinases comme la c-jun N-terminale kinase (JNK) et 

l’inhibitor κB kinase (IKK) qui diminuent la voie de signalisation de l’insuline dépendante 

des IRSs (figure 7, en rouge). De plus, alors que l’augmentation de l’obésité viscérale 

s’accompagne d’une augmentation des concentrations circulantes d’AGL et d’adipokines pro-

insulinorésistantes comme la résistine, on constate une diminution de la production 

adipocytaire de l’adiponectine, cytokine anti-inflammatoire et insulinosensibilisatrice (Eckel 

et al., 2005;Stumvoll et al., 2005). Le tissu adipeux est également responsable de la 

production du plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1), alors que le foie sécrète davantage 

de fibrinogène dans ces conditions. Ceci est à l’origine d’un état pro-coagulant dans le 

syndrome d’insulinorésistance. 
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 La stéatose macrovésiculaire correspond à l’accumulation de lipides au sein des 

hépatocytes. Elle peut se compliquer de lésions inflammatoires et dégénératives définissant la 

stéatohépatite (NASH : non-alcoholic steatohepatitis). Dans la grande majorité des cas, la 

stéatose non alcoolique survient chez des sujets présentant des éléments cliniques ou 

biologiques du syndrome métabolique. La stéatose correspond à l’accumulation de TG au sein 

des hépatocytes ; sa définition est donc histologique. Cette accumulation doit en théorie 

représenter plus de 5 % du poids total du foie. Quand à la stéatose se surajoutent des lésions 

inflammatoires lobulaires et une ballonisation des hépatocytes et si ces lésions surviennent 

chez un sujet présumé non consommateur excessif d’alcool, on parle de stéatohépatite non 

alcoolique (NASH) dont la définition est donc à la fois histologique et clinique. Avec l’afflux 

important d’AGL vers le foie au cours de l’IR, ces lipides vont s’accumuler sous leur forme 

de stockage que sont les TG. Il faut noter que ces états d’insulinorésistance sont liés, en partie 

du moins, à une altération des capacités oxydatives des mitochondries à consommer les 

lipides, ce qui favorise leur accumulation hépatique. Ce dysfonctionnement de la fonction 

mitochondriale génère des espèces toxiques de l’oxygène au niveau de la chaîne respiratoire 

des mitochondries. C’est ce stress oxydatif excessif qui provoque des lésions dégénératives 

hépatocytaires liées à la destruction de membranes cellulaires par peroxydation lipidique. Par 

ailleurs, les produits finaux de cette peroxydation (malonedialdéhyde, hydroxynonenal) 

favorisent la fibrose et la réaction inflammatoire par induction de cytokines inflammatoires et 

chémoattraction de polynucléaires. Ces mécanismes inflammatoires, associés à des excès de 

TNFα et une carence en adiponectine pourraient favoriser le passage de la stéatose vers la 

stéatohépatite. 

 

c) Dyslipidémie mixte 

 

 Une importante complication de l’insulinorésistance est l'apparition d'un profil 

dyslipidémique pro-athérogène caractérisé à jeun par une hypertriglycéridémie 

(augmentation des VLDL-TG), une diminution du cholestérol des HDL (HDL-C), ainsi 

qu’une augmentation des LDL petites et denses (small dense LDL ou sdLDL) (Kolovou et 

al., 2005;Chan et al., 2006).  

 L’augmentation de la synthèse des TG hépatiques servant à la fois de substrats à la 

MTP pour l'assemblage des VLDL, mais assurant également la stabilité de l’apo-B, contribue 

à l'augmentation de la production des VLDL. De plus, l'insuline réprime normalement 
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l'expression de la MTP et stimule la dégradation de l'apo-B100. La mise en place de l'IR 

hépatique par les mécanismes décrits précédemment est associée à une augmentation de 

l'activité de la MTP et des concentrations en apo-B100, favorisant de même la surproduction 

hépatique des particules à apo-B100 (Adeli et al., 2001). Enfin, l’hypertriglycéridémie 

s'explique aussi par une diminution de la lipolyse des VLDL par la LPL, conséquence d'une 

diminution de l'expression de la LPL et d'une augmentation du rapport Apo CIII / CII des 

VLDL (Ginsberg et al., 2005). 

 Les variations concernant les LDL sont essentiellement qualitatives. Il n'y a pas 

toujours d'augmentation de la concentration en LDL mais un changement de leur taille vers 

des particules plus petites et plus denses qui pénètrent plus facilement dans la paroi artérielle 

(Taskinen, 2003). Associé à l'altération du transport inverse du cholestérol (diminution des 

HDL-C), le profil lipidique obtenu est clairement pro-athérogène. Une augmentation de 

l'activité CETP est retrouvée dans l'IR, ce qui favorise la génération de LDL et de HDL 

enrichies en TG (augmentation des LDL-TG et HDL-TG). Or, ces LDL et HDL enrichies en 

TG deviennent des substrats pour la LH, dont l'activité est aussi augmentée dans l'IR. Sous 

l'action de la LH, les LDL-TG donnent naissance aux sdLDL. L'hydrolyse des HDL-TG par la 

LH a comme effet de totalement dissocier la particule de HDL et de provoquer l'excrétion de 

l'Apo-AI par les reins (Kolovou et al., 2005;Ginsberg et al., 2005). 

 

 Avec l'IR, le métabolisme des chylomicrons et de leur remnants est également altéré. 

Plus précisément, la période postprandiale est caractérisée par une hypertriglycéridémie 

(augmentation des TRL-TG) et s'étend sur une durée plus longue. Ainsi non seulement les 

concentrations des particules à apo-B48 sont plus élevées, mais cette élévation dure plus 

longtemps (Owens, 2003). L’hypertriglycéridémie postprandiale est un facteur de risque 

cardiovasculaire indépendant (Taskinen, 2003). Ceci témoigne d'une diminution de 

l'élimination de ces particules, conséquence de la réduction de l'activité LPL, de 

l'augmentation du rapport Apo CIII / CII dans les TRL et par une compétition plus accrue 

entre VLDL et chylomicrons pour la LPL du fait de la présence importante des VLDL dans 

l'IR (Taskinen, 2003;Ginsberg et al., 2005). De même, il est constaté une diminution de la 

clairance des remnants de chylomicrons dans l'IR (Martins and Redgrave, 2004). Un certain 

nombre de données provenant de l'étude de modèles animaux laisse présager un rôle des 

entérocytes dans l’exacerbation de la période postprandiale dans les états d'IR. Il est montré 

que les entérocytes de hamsters dorés insulinorésistants synthétisent et sécrètent davantage de 

lipides, d'apo-B48 et de chylomicrons (Haidari et al., 2002). Une augmentation de la masse et 
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de l'activité de la MTP intestinale est également retrouvée. Ce modèle animal a permis de 

montrer que l'insuline n'est plus capable de réduire la sécrétion intestinale d'apo-B48 chez les 

animaux insulinorésistants, ceci en association avec l'altération de la voie de signalisation de 

l'insuline dans les entérocytes (Federico et al., 2006). Chez l’homme, l’IR est associée à une 

augmentation de la production des chylomicrons montrée par étude cinétique du métabolisme 

des lipoprotéines (Duez et al., 2006).  

 

d) Le diabète de type 2 

 

Le diabète de type 2 a atteint des proportions épidémiques et touche plus de 170 

millions d’individus à travers le monde. Dans les pays industrialisés, le diabète de type 2 a 

une prévalence de l’ordre de 6%. De plus, 4% des adolescents obèses ont un diabète et 25% 

ont une intolérance au glucose (Stumvoll et al., 2005). Le diabète est diagnostiqué selon les 

recommandations de l’OMS de 1999 sur la glycémie à jeun et 2h après une charge orale en 

glucose (75g). Le diabète est déclaré pour une glycémie supérieure ou égale à 7 mM (1.26 g/l) 

à jeun ou 11.1mM (2 g/l) 2h après une charge orale de 75g de glucose. L’intolérance au 

glucose concerne les individus avec des glycémies à jeun inférieure à 7 mM et une glycémie 

après la charge de glucose comprise entre 7.8 mM (1,40 g/l) et 11.1 mM. L’hyperglycémie 

modérée à jeun se définit par une glycémie supérieure à 6 mM (1,10), mais inférieure à 7 mM. 

Ces 2 états définissent le pré-diabète. 

Le diabète de type 2 est une composante classique du syndrome métabolique et résulte 

de l’aggravation des états d’insulinorésistance. L’insuline est l’hormone de contrôle de la 

glycémie. Ainsi, la normoglycémie est maintenue à la fois par la sensibilité à l’insuline des 

organes métabolisant le glucose (foie, muscles, tissu adipeux) et par la production même de 

l’insuline par les cellules β des îlots du pancréas (figure 8). Dans les états 

d’insulinorésistance, la diminution de l’action de l’insuline peut être corrigée par une 

hyperinsulinémie compensatrice. Cette situation peut se maintenir pendant une dizaine 

d’années. Mais lorsque la cellule β ne sera plus en mesure de produire suffisamment 

d’insuline, le profil glycémique des patients insulinorésistants s’orientera progressivement 

vers une intolérance au glucose puis un diabète de type 2 déclaré (figure 8) (Stumvoll et al., 

2005). Avec la perte de sensibilité à l’insuline, l’altération de la fonction des cellules β à 

sécréter l’insuline est une composante majeure dans l’apparition du diabète de type 2 ; ces 

mécanismes délétères seront expliqués en détail plus loin. 
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Figure 8 : Relation entre sensibilité à l’insuline et insulinosécrétion, modifié 

d’après (Stumvoll et al., 2005) 

 

 

3) Cholestérol et sécrétion d’insuline 

 

a) Mécanismes moléculaires de l’insulinosécrétion 

 
 L’entrée du glucose dans la cellule β est l’élément initiateur de la cascade 

d’événements conduisant à la sécrétion d’insuline par le pancréas endocrine. La première 

phase de l’insulinosécrétion stimulée par le glucose consiste à métaboliser le glucose. La 

production d’ATP qui en résulte permet le couplage avec la seconde phase qui correspond aux 

mécanismes d’excitation-sécrétion des granules d’insuline (figure 9). 

 Ainsi, tout est fait pour que la cellule β soit en mesure de répondre aux moindres 

changements de glycémie. En effet, le glucose entre dans la cellule β par l’intermédiaire d’un 

transporteur spécifique à haute capacité, Glut-2. Ceci permet un équilibre quasi immédiat et 

permanent entre les concentrations extracellulaires et intracellulaires de glucose. Ensuite, le 

glucose est phosphorylé en glucose 6-phosphate (G6P) par une hexokinase à faible affinité : la 

glucokinase (GK), capable d’augmenter la production de G6P dans la gamme de valeurs 

physiologiques de la glycémie. Le G6P entre alors dans la glycolyse pour produire du 

pyruvate, lequel subit les mécanismes oxydatifs dans la mitochondrie conduisant à la 

production d’ATP. L’élévation du rapport des concentrations ATP/ADP constitue une étape 

clef dans le lien entre les phénomènes métaboliques et l’exocytose des granules d’insuline. 
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 L’augmentation du rapport ATP/ADP provoque la fermeture des canaux potassiques 

ATP dépendants Kir6.2. La diminution de la perméabilité aux ions potassium 

et leur accumulation dans le cytosol conduient à la dépolarisation de la cellule β, entraînant 

l’activation des canaux calciques voltages dépendant Cav et un flux entrant de calcium dans la 

cellule. C’est l’augmentation du calcium intracellulaire qui déclenche l’exocytose des 

granules d’insuline. Il existe 2 types de granules d’insuline dans la cellule β. Un pool de 

granules dit directement mobilisable et un pool de réserve. La sécrétion d’insuline est donc 

biphasique. Le pool de granules directement mobilisable est situé très proche de la membrane 

plasmique, et donc plus rapidement à disposition pour fusionner avec la membrane plasmique 

et libérer le contenu granulaire dans l’espace extracellulaire. Ces granules contribuent au pic 

précoce de sécrétion d’insuline observé lors d’une stimulation des cellules β avec du glucose. 

Le pool de réserve est lui responsable de la phase tardive de la sécrétion d’insuline. 

L’arrimage des granules d’insuline à la membrane plasmique se fait grâce à un complexe 

macromoléculaire impliquant les protéines SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive 

NSF-attachement protein receptor). Associées aux granules d’insuline, ce sont les v-SNARE 

parmi lesquelles on distingue les synaptotagmines et la protéine VAMP-2 (vesicule associated 

membrane protein 2) encore appelée synaptobrévine. Du côté de la membrane plasmique, les 

t-SNARE comprennent la syntaxine et SNAP 25 (synaptosome-associated protein of 25 kDa). 

Suite à la liaison des v-SNARE et des t-SNARE, l’étape finale de fusion proprement dite reste 

encore très mal définie quant à ses mécanismes. 

 
 

Figure 9 : Sécrétion d’insuline stimulée par le glucose dans la cellule β 
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b) Régulation de l’insulinosécrétion 

 

- Régulation neurohormonale  

 
 Les îlots des Langerhans sont richement innervés par le système nerveux autonome. 

Le système nerveux parasympathique stimule la sécrétion d’insuline (pour revue : (Ahren, 

2000). A la surface des cellules β sont exprimés des récepteurs à 7 domaines 

transmembranaires à l’acétylcholine : les récepteurs muscariniques de type 3 (M3). Ce sont 

des récepteurs couplés aux protéines G. L’activation de ces récepteurs lors d’une stimulation 

vagale conduit à l’activation de la phospholipase C (PLC) dans la cellule β et donc à la 

production de DAG et d’inositol 3 phosphate (IP3). L’IP3 provoque la libération de calcium 

du RE induisant une augmentation du calcium intracellulaire et la sécrétion des granules 

d’insuline. Egalement produit au cours de l’activation de la PLC, le DAG va activer les 

protéines kinase C qui modulent diverses protéines effectrices de l’excitation de la cellule β et 

de l’exocytose. A l’inverse, la stimulation sympathique, au travers des nerfs splanchniques, 

inhibe la sécrétion d’insuline à l’état basal et stimulée par le glucose. La noradrénaline va 

activer des récepteurs α2-adrénergiques au niveau de la cellule β qui entrainent une 

diminution des concentrations en AMP cyclique (AMPc) dans la cellule. Au final, la 

stimulation adrénergique provoque une hyperpolarisation de la cellule β conséquence d’une 

augmentation de l’ouverture des canaux potassiques ATP dépendants qui diminue le seuil 

d’excitabilité des cellules. Cette régulation nerveuse de la sécrétion d’insuline permet à 

l’organisme de maintenir la glycémie dans différentes manifestations physiologiques comme 

lors de la préparation à la prise alimentaire pour diminuer la glycémie sous l’effet du nerf 

vague ou au contraire au cours de l’exercice physique qui stimule le système sympathique. 

 Mais la sécrétion d’insuline peut également être régulée plus localement, au sein 

même de l’îlot. Les îlots de Langerhans sont composés majoritairement de cellules β, puis de 

cellules α sécrétrices du glucagon et enfin de cellules δ sécrétrices de la somatostatine. La 

somatostatine (SST) est une hormone peptidique que l’on peut trouver sous 2 formes : une de 

14 acides aminés (SST-14) et une autre de 28 acides aminés (SST-28). Le pancréas produit 

majoritairement la forme SST-14, tout comme les tissus gastriques et les neurones. La forme 

SST-28 est principalement produite au niveau de l’épithélium intestinal (pour revue :(Ballian 

et al., 2006). Il existe 5 récepteurs à la somatostatine (SSTR1 à 5). Ce sont tous des récepteurs 

à 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G. La cellule β exprime 

majoritairement SSTR1 et 5. La somatostatine, sécrétée de manière glucodépendante comme 

l’insuline, inhibe la sécrétion d’insuline. Le rôle paracrine de la cellule δ sur la cellule β dans 
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l’îlot a été récemment démontré sur des îlots isolés de souris invalidées pour la somatostatine. 

Ex vivo, la stimulation de la sécrétion d’insuline par le glucose est amplifiée dans les îlots des 

souris déficientes en SST par rapport aux îlots des souris sauvages (Hauge-Evans et al., 

2009).  

 

- Rôle des incrétines  

 

 Les incrétines sont des hormones peptidiques sécrétées par certaines cellules de 

l’épithélium intestinal lors de la prise alimentaire. En agissant directement sur la cellule β du 

pancréas, ces hormones vont potentialiser l’effet du glucose sur la sécrétion d’insuline 

postprandiale. Ce concept de dialogue entre l’intestin et le pancréas formant alors un axe 

entéro-insulaire est né de l’observation faite dans les années 1960 qu’une charge en glucose 

orale conduit à une plus grande stimulation de la sécrétion d’insuline qu’une même charge 

administrée par voie intraveineuse (ELRICK et al., 1964). Responsables de la majorité de 

l’effet insulinosécrétoire en réponse aux nutriments, le GIP (Glucose-dependent 

Insulinotropic Polypeptide) et le GLP-1 (Glucagon-like Peptide-1) partagent une large 

homologie de séquence. Le long du tractus intestinal, le GIP est exprimé dans les cellules K 

concentrées dans le duodénum et le jéjunum proximal. Le GLP-1 est lui produit plus en aval 

dans les cellules L du jéjunum et de l’iléon. Au niveau de la cellule β, le GIP et le GLP-1 se 

lient à des récepteurs spécifiques à 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G 

capables d’induire l’adénylate cyclase et la phospholipase C, conduisant à l’activation 

respective de la PKA et de la PKC. Ces protéines kinases vont phosphoryler divers 

intervenants de la machinerie insulinosécrétoire dépendante du glucose afin de potentialiser 

son effet (inactivation des canaux potassiques, activation des canaux calciques). Les incrétines 

ont donc un effet synergique avec le glucose et n’ont pas d’effet sur la sécrétion d’insuline en 

son absence. En plus de l’effet insulinotrope, les incrétines augmentent également la 

transcription du gène de l’insuline, favorisent la prolifération des cellules β et inhibent leur 

apoptose avec pour résultante une augmentation de la masse β-pancréatique. L’attention de la 

recherche pharmaceutique s’est focalisée sur la potentialisation de l’effet incrétine à travers le 

développement d’analogues du GLP-1 et d’inhibiteurs de la DPP-4 (dipeptidyl peptidase-4), 

une enzyme impliquée dans la dégradation du GLP-1 et du GIP de la circulation sanguine. 
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- Rôle des AGL  

 

 Les AGL sont des substrats énergétiques majeurs de la cellule β des îlots de 

Langerhans (Berne, 1975b;Malaisse et al., 1985), provenant soit de la circulation sanguine, 

soit de l’hydrolyse des réserves intracellulaire des TG et de PL. Bien qu’il soit clairement 

établi que les AGL dans la cellule β soient essentiels pour une stimulation de la sécrétion 

d’insuline induite par le glucose (GSIS) (Dobbins et al., 1998) et que l’exposition à court 

terme de cellules β en présence d’AGL potentialise le GSIS (Prentki et al., 2002;Roduit et al., 

2004), les AGL ne sont pas des sécrétagogues de l’insuline. En effet, leur action sur la 

sécrétion d’insuline est strictement gluco-dépendante et la rapidité de cet effet in vitro suggère 

un mode d’action comparable à celui des incrétines (Prentki et al., 1992;Warnotte et al., 

1994;Warnotte et al., 1999;Yaney et al., 2000). Nous allons donc voir quels sont les 

mécanismes par lesquels les AGL modulent la sécrétion d’insuline. 

 Le consensus dans la voie de stimulation de la sécrétion d’insuline par le métabolisme 

du glucose est que la production d’ATP qui en résulte conduit à la fermeture des canaux 

potassiques et donc à la dépolarisation de la cellule (figure 10). Or cette voie n’explique pas 

pourquoi les AGL, substrats de la cellule β, ne stimulent par la sécrétion d’insuline sans 

présence de glucose. Il existe donc une voie alternative à la voie canaux potassiques-

dépendante impliquée dans le GSIS. Classiquement, le pyruvate issu de la glycolyse est 

transformé en acétyl-CoA par la pyruvate déhydrogénase (PDH) et entre dans le cycle de 

Krebs au sein de la mitochondrie. En réalité, une partie non négligeable du pyruvate est 

métabolisé via la pyruvate carboxylase (PC) en acide oxaloacétique (AOA) dans la voie de 

l’anaplérose / cataplérose (MacDonald et al., 1992) (figure 10, en bleu). L’anaplérose se 

réfère aux processus par lesquels le cycle de Krebs est réapprovisionné en ses intermédiaires 

(AOA), alors que la cataplérose correspond à la sortie de ses intermédiaires en dehors du 

cycle. Parmis ceux-là, le malonyl-CoA va jouer un rôle très important entre les métabolismes 

glucidique et lipidique. Le malonyl-CoA est synthétisé par l’acétyl-CoA carboxylase (ACC). 

Le malonyl-CoA est un inhibiteur allostérique de la carnitine palmytoyltransférase 1 (CPT1) 

et donc de la β-oxydation des acyl-CoA à longues chaines (acyl-CoA LC) par la 

mitochondrie, favorisant ainsi l’accumulation cytosolique des acyl-CoA LC. Ceci explique les 

observations d’une diminution de l’oxydation des acides gras dans les îlots stimulés par le 

glucose (Berne, 1975a;Berne, 1975b;Vara and Tamarit-Rodriguez, 1986). Ainsi le glucose 

provoque un shift de l’oxydation des lipides vers l’oxydation du glucose. L’accumulation des 
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acyl-CoA LC oriente leur métabolisme vers l’estérification en TG. Le glucose fournit de plus 

le glycérol-3-phsophate nécessaire à l’estérification. 

 Dans la cellule β, les TG sont majoritairement hydrolysés. En effet, il existe dans la 

cellule β un cycle futile estérification/lipolyse qui prévient la stéatose et dissipe l’énergie 

excessive des substrats en chaleur (figure 10, en vert). Pour être repris dans le cycle 

estérification/lipolyse, les AGL exogènes ou produits par la lipolyse subissent l’action de 

l’acyl-CoA synthase (ACS). Cette enzyme ATP-dépendante induit la production d’AMP et 

l’élévation du rapport AMP/ATP, ce qui stimule l’AMPKinase. Cette enzyme inhibe l’ACC et 

favorise la dégradation du malonyl-CoA, permettant ainsi l’oxydation des Acyl-CoA LC, 

évitant la stéatose. Mais surtout, ce cycle estérification/lipolyse est à l’origine de nombreux 

signaux lipidiques amplificateurs du GSIS (Martin et al., 1992;Prentki and Corkey, 

1996;Prentki et al., 2002;Nolan et al., 2006), comme les dérivés des esters des acyl-CoA LC. 

Ainsi l’augmentation des PL et du DAG peut activer des PKC qui vont phosphoryler des 

canaux ioniques (Yaney et al., 2000) et les protéines clés dans la régulation de l’exocytose ou 

modifier directement l’état d’acylation de ces protéines (Deeney et al., 2000). 

 Enfin, les AGL circulants peuvent se fixer sur un récepteur à 7 domaines 

transmembranaires couplé aux protéines G : le récepteur GPR40 (encore nommé FFAR1) au 

niveau de la cellule β (Itoh et al., 2003;Steneberg et al., 2005) (figure 10, en rouge). La 

transduction du signal AGL par ce récepteur augmente la concentration en calcium 

intracellulaire grâce à la libération de calcium depuis les réserves réticulaires via l’induction 

de la PLC et la production d’IP3 ; mais aussi grâce à la potentialisation de l’entrée du calcium 

depuis les canaux calciques voltage dépendants et l’inhibition des canaux potassiques 

repolarisant la membrane plasmique (Feng et al., 2006). Là encore, l’effet des AGL nécessite 

au préalable l’activation par le glucose de l’influx calcique par les canaux calciques. 
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Figure 10 : Voies d’interactions métaboliques et d’amplification de la sécrétion 

d’insuline par les AGL 

 

b) Dysfonction de la cellule β dans le diabète de type 2 

 

- Mécanismes compensateurs de l’insulinorésistance  
 

 Dans les états d’insulinorésistance, la normoglycémie peut être maintenue par une 

augmentation de l’insulinosécrétion au travers d’un phénomène de compensation des cellules 

β. Ceci inclut à la fois une augmentation de la fonction même de la cellule β et une expansion 

de leur masse. Les voies mécanistiques conduisant à l’augmentation de la fonction et de la 

masse des cellules β sont indissociables et ont des origines communes (figure 11). Avec la 

suralimentation, l’augmentation des nutriments (et plus particulièrement le glucose et les 

AGL) va jouer un rôle important dans l’adaptation de la cellule β à l’insulinorésistance. Ainsi, 
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selon les mécanismes décrits précédemment, l’augmentation de l’utilisation du glucose, de 

son oxydation, de la voie anaplérose/cataplérose et du cycle des TG/AGL conduisent à une 

production accrue des molécules de signalisation nécessaires à l’exocytose de l’insuline. 

L’augmentation de l’apport en nutriments au niveau intestinal induit également une 

augmentation de la sécrétion de GLP-1 par les cellules intestinales (van Citters et al., 2002). 

En plus de l’augmentation du couplage entre les nutriments et la sécrétion, un accroissement 

concomitant de la biosynthèse d’insuline est nécessaire au maintien de la fonction β-cellulaire 

à ce stade. Le glucose et le GLP-1 semblent être les stimuli majeurs pour l’activation de la 

transcription du gène de l’insuline (Melloul et al., 2002). L’activation du facteur de 

transcription PDX-1 (pancreas-duodenum homeobox-1) par le GLP-1 est impliquée dans cette 

régulation du gène de l’insuline (Li et al., 2005). PDX-1 est important dans la prolifération et 

la survie des cellules β. Sa stimulation par le GLP-1 peut expliquer l’effet stimulateur des 

incrétines sur la masse des cellules β (Jhala et al., 2003).  

 

 
 

Figure 11 : Mécanismes de la compensation β-cellulaire dans 

l’insulinorésistance 
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- Lipotoxicité  
 

 La normoglycémie est maintenue dans les états d’insulinorésistance sous l’effet d’une 

hyperinsulinémie compensatrice par les cellules β. L’altération des processus de 

compensation, liée à une susceptibilité génétique et à un stress environnemental, va entraîner 

la survenue d’une intolérance au glucose avec le risque d’évoluer vers un diabète de type 2. 

Ce défaut de compensation est en partie expliqué par une apoptose accrue des cellules β, 

résultant en une perte d’environ 40% de la masse des cellules β chez l’intolérant au glucose et 

de 60% chez le diabétique de type 2 (Butler et al., 2003). Outres ces anomalies quantitatives, 

les cellules β restantes présentent une dysfonction insulinosécrétoire, aggravant encore la 

capacité des îlots à compenser l’insulinorésistance. Les acides gras sont considérés comme 

des facteurs importants participant à l’étiologie du diabète de type 2 (McGarry, 

1992;McGarry, 2002). Des études de pancréas isolés et perfusés réalisées in vitro montrent 

clairement que l’exposition prolongée des îlots de Langerhans aux acides gras entraîne une 

inhibition de sécrétion d’insuline en réponse au glucose (Girard, 1995). De la même manière 

que le foie ou le muscle, la surcharge en lipides dans les îlots pancréatiques est délétère à long 

terme, aussi bien sur leur survie (lipotoxicité) que sur la fonction β-cellulaire elle-même. 

Nous allons maintenant passer en revue les principaux mécanismes par lesquels les lipides 

provoquent une dysfonction de la cellule β. 

 Plusieurs hypothèses ont été avancées pour expliquer ce rôle inhibiteur des acides gras 

sur l’insulinosécrétion en réponse au glucose. L’accumulation des acyl-CoA empêcherait la 

fermeture des canaux potassiques ATP-dépendants et contribuerait ainsi à une perte de 

sensibilité de la cellule β au glucose. Ensuite, l’exposition prolongée des cellules β aux acides 

gras va modifier l’expression de gènes du métabolisme du glucose et des lipides. On observe 

ainsi une diminution du transporteur Glut-2, de la glucokinase, de l’ACC (Prentki et al., 2002) 

et une augmentation de la CPT-1 (Girard, 1995) conduisant à une moindre détection du 

glucose par la cellule β. De plus, l’augmentation du métabolisme oxydatif des AGL par les 

mitochondries va conduire à une surproduction d’espèces toxiques en oxygène. Afin de 

protéger la cellule de l’exposition aux espèces toxiques en oxygène et de limiter leur 

production, la mitochondrie va surexprimer la protéine découplante UCP2 (uncoupling 

protein 2) dans la cellule β (Krauss et al., 2003;Lowell and Shulman, 2005). UCP2 aide à la 

détoxification des substrats énergétiques en dissipant l’énergie produite par leur oxydation en 

chaleur plutôt qu’en produisant de l’ATP. Cependant, en procédant de la sorte, la 

mitochondrie produit moins d’ATP ce qui provoque une diminution de la sécrétion d’insuline 
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(Krauss et al., 2003;Lowell et al., 2005). En d’autres termes, découpler la phosphorylation 

oxydative et diminuer la production d’ATP est le prix à payer pour réduire la production 

d’espèces toxiques en oxygène en condition de surcharge en substrats énergétiques. 

 Ces phénomènes sont aggravés par une apoptose des cellules β accrue du fait de 

l’augmentation de la production de radicaux libres sous l’action de certains acides gras. Le 

contenu élevé en lipides entraînerait une augmentation de la synthèse de céramide, l’excès de 

palmitoyl-CoA s’associant à la sérine pour former un céramide. Le céramide induit 

l’expression de la NOS inductible (iNOS) et la production de NO. Le NO, en se fixant au site 

de liaison de l’oxygène sur la cytochrome C oxydase de la mitochondrie inhibe la chaîne 

respiratoire. Ceci provoque un découplage des phosphorylations oxydatives, la mitochondrie 

libère alors du cytochrome C qui active les caspases responsables de l’apoptose (Girard, 

2003). 

 

- Stress du  RE et dépôt amyloïdes 

 

D’autres phénomènes concourent à la dysfonction β-cellulaire, tel le stress du 

réticulum endoplasmique. Les protéines de conformation anormale constituent une menace 

pour la cellule. Le RE est un lieu essentiel de synthèse et de maturation des protéines 

cellulaires sécrétées par la cellule. Les protéines nouvellement synthétisées aux conformations 

incorrectes seront transportées dans le cytoplasme pour être dégradées par le protéasome. 

Dans certaines conditions où la quantité de protéines mal conformées provoque la saturation 

des mécanismes de dégradation, ces protéines vont alors s’accumuler créant une situation de 

stress du RE. Les cellules soumises à ce stress se défendent via l’UPR (unfolded protein 

response) qui est l’activation des gènes codant pour les protéines de la voie sécrétrice et de la 

voie de dégradation des protéines. Si le stress est trop intense ou de trop longue durée, l’UPR 

conduit au déclenchement de l’apoptose des cellules (Eizirik et al., 2008b). 

Nous avons vu que du fait de l’IR, la demande insulinosécrétrice est importante et 

induit un hyperfonctionnement du RE. Cette production accrue d’insuline peut dépasser les 

capacités de maturation protéique du RE et conduire à la sécrétion de proinsuline puis à une 

apoptose β-cellulaire (Eizirik et al., 2008a). L’amyline ou IAPP (islet amyloid polypeptide) 

est un peptide de 37 acides aminés cosécrété en même temps que l’insuline lors de la 

stimulation par le glucose. Lorsque l’IAPP est mal replié, son caractère hydrophobe est 

augmenté et son oligomérisation est favorisée. L’implication de la formation de ces dépôts 
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amyloïdes dans la physiopathologie du diabète de type 2 reste toujours sujet à discussion. Sur 

des analyses autopsiques, les dépôts amyloïdes sont retrouvés dans la plupart, mais pas tous, 

des îlots des patients diabétiques de type 2 (Knowles et al., 2002). Des travaux récents 

suggèrent que l’apparition des dépôts amyloïdes impliquerait le stress du RE (Hayden et al., 

2005) mis en route suite à une demande accrue en insuline. Ces dépôts amyloïdes sont 

cytotoxiques au sein des îlots de Langerhans. Ils favorisent la déstructuration de l’architecture 

insulaire et une altération du transport des nutriments des capillaires vers la cellule. 

 

c) Métabolisme du cholestérol et fonction β-cellulaire 

 

- Effet direct du cholestérol sur la sécrétion d’insuline 

 

 Nous venons de voir que l’accumulation d’acides gras libres et de triglycérides au sein 

de la cellule β est néfaste sur sa fonction insulino-sécrétrice. Récemment, un nombre croissant 

de travaux suggère que la fonction β-cellulaire est influencée par le contenu intracellulaire en 

cholestérol. SREBP2 est le facteur de transcription qui stimule la synthèse endogène de 

cholestérol. En surexprimant  SREBP2 spécifiquement dans la cellule β chez la souris (Tg-β-

SREBP2), Ishikawa et collaborateurs (Ishikawa et al., 2008) ont provoqué une augmentation 

des concentrations en cholestérol dans les îlots. Les souris Tg-β-SREBP2 deviennent 

diabétiques avec une diminution de la sécrétion d’insuline. Comparées aux souris sauvages, 

les souris Tg-β-SREBP2 ont une diminution du nombre et de la taille des îlots, ainsi qu’une 

diminution du contenu en insuline dans les cellules β. Ces changements phénotypiques 

attestent de troubles de la différenciation des cellules β provoqués par la surexpression de 

SREBP2. Les auteurs constatent en effet une diminution de l’expression des facteurs de 

transcription PDX-1 et BETA2, tous deux importants pour le développement et la survie de la 

cellule β. 

De même, une autre étude montre clairement que l’accumulation de cholestérol dans la 

cellule β diminue la sécrétion d’insuline (Hao et al., 2007). En utilisant un modèle 

d’hypercholestérolémie : les souris invalidées pour l’apo-E (apo-E
-/-

), les auteurs induisent 

uniquement une augmentation du cholestérol dans les îlots des souris apo-E
-/-

 par rapport aux 

îlots des souris sauvages. En pratiquant des tests de sécrétion d’insuline stimulée par le 

glucose ex vivo sur îlots isolés, on observe une altération de la sécrétion d’insuline chez les 

îlots de souris apo-E
-/-

. Des résultats identiques sont retrouvés avec des lignées de cellules β 



 47 

de rat, les INS-1, traitées avec du cholestérol en culture. En croisant ces souris apo-E
-/-

 avec 

des souris ob/ob obèses et diabétiques, les auteurs induisent une augmentation plus importante 

du cholestérol dans les îlots des souris ob/ob;apo-E
-/-  

par rapport aux îlots des souris apo-E
-/-

, 

ceci étant associé à une abolition de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose ex vivo. A 

l’inverse, la déplétion en cholestérol dans des îlots isolés de souris sauvages traitées par une 

statine, la mévastatine, ou par un agent chélateur du cholestérol : la méthyl-β-Cyclodextrine 

(MβCD) potentialise la sécrétion d’insuline ex vivo. Ainsi, le traitement d’îlots de souris 

ob/ob;apo-E
-/-  

par la MβCD réduit le contenu en cholestérol et restaure la sécrétion d’insuline 

par rapport aux îlots des souris ob/ob;apo-E
-/- 

. 

Chez l’homme, il existe très peu de données cliniques attestant d’un lien entre 

métabolisme du cholestérol et diabète. La première démonstration qu’une intervention sur le 

métabolisme du cholestérol influence l’apparition du diabète concerne une analyse post-hoc 

de l’étude WOSCOPS (West of Scotland Coronary Prevention Study) (Freeman et al., 2001) 

dans laquelle un traitement par statine, la pravastatine, diminue l’incidence du diabète de type 

2 de 30%. Néanmoins ces données sont controversées. En effet, il a été récemment retrouvé 

dans l’étude JUPITER (Justification for the Use of statins in Primary prevention: an 

Intervention Trial Evaluating Rosuvastatin) avec la rosuvastatine, une augmentation de 

l’incidence des cas de diabète dans le bras statine (Ridker et al., 2008a). Les statines sont les 

médicaments hypocholestérolémiants par excellence. En bloquant la synthèse endogène de 

cholestérol, elles diminuent la concentration en cholestérol intracellulaire. Ainsi ces données 

cliniques et expérimentales attestent du fait que modifier le contenu en cholestérol dans la 

cellule β influence la sécrétion d’insuline. Des études interventionnelles chez l’homme, 

ciblant spécifiquement le rôle des statines sur la fonction  cellulaire, seront nécessaires pour 

déterminer la nature exacte de ce lien. 

 

- Rôle du transporteur ABCA1 sur la sécrétion d’insuline 

   

Les concentrations intracellulaires en cholestérol ne sont pas seulement régulées par la 

synthèse en cholestérol mais également par son efflux. Le transporteur membranaire ABCA1  

conduit l’efflux du cholestérol de la cellule vers l’apo-AI appauvrie en lipides qui est le 

constituant des HDL et le principal « accepteur » de cholestérol. Il s’agit de la première étape 

du transport reverse du cholestérol. Chez l’homme, les mutations homozygotes de ABCA1 

causent la maladie de Tangier caractérisée par une incapacité à éliminer le cholestérol 
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cellulaire, des niveaux bas de HDL-Cholestérol et un risque accru de maladies coronariennes 

(pour revue : (Brunham et al., 2008). La maladie de Tangier est une maladie génétique rare, et 

aucune donnée n’existe sur un lien possible entre cette maladie causant des troubles du 

métabolisme du cholestérol et le métabolisme glucidique. Néanmoins, il existe un nombre de 

polymorphismes de ABCA1 associés au diabète de type 2 dans plusieurs groupes ethniques 

(pour revue : (Brunham et al., 2008). En particulier, les individus porteurs du variant R230C 

dans la population Mexicaine développent un diabète de type 2 précoce (Villarreal-Molina et 

al., 2007).  

Des études menées chez la souris montrent que l’invalidation globale pour ABCA1 

entraîne  une intolérance au glucose sans effet sur la sensibilité à l’insuline (McNeish et al., 

2000). Le récepteur nucléaire LXR (Liver X Receptor) est un activateur majeur de la 

transcription de ABCA1 (Costet et al., 2000). Les souris invalidées pour LXRβ ont moins 

d’ARNm de ABCA1 dans les îlots. Ceci est associé avec une accumulation de cholestérol 

dans l’îlot, une intolérance au glucose et une diminution de la sécrétion d’insuline (Gerin et 

al., 2005). A l’inverse, l’activation de LXR induit l’expression de ABCA1 dans des lignées de 

cellules β, les MIN6, et stimule la sécrétion d’insuline dans les îlots isolés de rat (Efanov et 

al., 2004). 

ABCA1 est détecté dans le pancréas entier à de faibles niveaux d’expression, mais il 

est fortement exprimé dans les îlots de Langerhans (Efanov et al., 2004;Brunham et al., 

2007). Brunham et collaborateurs se sont intéressés spécifiquement au rôle de ABCA1 dans la 

cellule β (Brunham et al.) et ont mis en évidence un rôle important de ABCA1 sur la fonction 

insulino-sécrétrice. En générant des souris invalidées pour ABCA1 spécifiquement dans la 

cellule β, les auteurs n’altèrent pas de façon systémique le métabolisme du cholestérol 

puisque ces souris ont des concentrations en cholestérol plasmatique identiques aux souris 

sauvages. Par contre, ces souris développent une intolérance au glucose associée à des 

troubles de la sécrétion d’insuline in vivo. Ex vivo, les souris invalidées pour ABCA1 dans la 

cellule β accumulent le cholestérol dans les îlots. Il n’y a pas de différence morphologique et 

les taux d’ARNm du gène de l’insuline sont identiques comparés aux souris sauvages. Les 

îlots isolés des souris invalidées pour ABCA1 ont une sécrétion d’insuline stimulée par le 

glucose et le chlorure de potassium altérée par rapport aux îlots des souris sauvage, suggérant 

des troubles de l’exocytose des granules d’insuline provoqués par l’accumulation de 

cholestérol. Ces résultats renforcent l’hypothèse d’un rôle délétère de l’accumulation 

intracellulaire du cholestérol pour la sécrétion d’insuline.  
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La seconde information capitale de ces travaux est la démonstration que ABCA1 serait 

un lien moléculaire au niveau de la cellule β pour l’effet bénéfique des glitazones sur la 

sécrétion d’insuline. Chez les individus avec une intolérance au glucose, un traitement à la 

rosiglitazone réduit l’incidence du diabète de type 2 (Gerstein et al., 2006). La rosiglitazone 

possède des effets bénéfiques protecteurs sur la fonction β-cellulaire chez l’homme 

(Cavaghan et al., 1997) et le rat (Higa et al., 1999). Premièrement, Brunham et collaborateurs 

montrent que la rosiglitazone stimule l’expression de ABCA1 dans les INS-1. Des souris 

sauvages nourries avec un régime riche en graisse développent une intolérance au glucose 

corrigée sous traitement par la rosiglitazone. Cependant, les souris invalidées pour ABCA1 

dans la cellule β ne répondent plus au traitement à la rosiglitazone, suggérant qu’une partie 

des effets bénéfiques de la rosiglitazone sur la fonction β-cellulaire soit conduite par 

l’induction de l’expression de ABCA1 et la réduction du cholestérol intracellulaire (Brunham 

et al.).  

 

- Rôle des lipoprotéines et du LDLR sur la sécrétion d’insuline  

 

Nous avons vu que le diabète de type 2 s’accompagne de troubles du métabolisme des 

lipoprotéines. Ces troubles peuvent-ils influencer la fonction β-cellulaire via l’entrée du 

cholestérol dans la cellule β ? Le diabète de type 2 se déclare quand la masse fonctionnelle de 

cellules β ne peut plus compenser l’insulinorésistance. De nombreuses études expérimentales 

se sont intéressées aux effets des différentes classes de lipoprotéines sur la fonction et la 

survie des cellules β. Si la cellule β possède bien les acteurs de base du métabolisme du 

cholestérol comme SREBP2 et ABCA1, un certain nombre de travaux montrent que les 

récepteurs aux lipoprotéines sont présents et fonctionnels à la surface de la cellule β (figure 

12). Parmi ceux-ci, le rôle du récepteur aux LDL (LDLR) est sans doute le plus étudié.  

En 1997, Cnop et collaborateurs ont montré que les îlots isolés humains et de rats 

peuvent lier, internaliser et dégrader les LDL (Grupping et al., 1997). L’expression du LDLR 

dans la cellule β fut par la suite confirmée dans un grand nombre de modèles de cellules β : en 

culture primaire d’îlots et de cellules β isolées d’homme, de rat et de souris (Cnop et al., 

2002) ; (Roehrich et al., 2003) ou dans des lignées tumorales de souris tels que les MIN-6 et 

les βTC3 (Roehrich et al., 2003), de rat comme les INS-1 (Abderrahmani et al., 2007) ou les 

HIT-15 chez le hamster (Okajima et al., 2005). Les VLDL, les LDL et les HDL ont la 

capacité de modifier la fonction et la survie des cellules β. L’exposition aux LDL in vitro est 
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toxique pour les cellules β. La mort par nécrose est constatée chez les cellules β isolées de rat 

(Cnop et al., 2002) et par apopotose dans les îlots isolés de souris (Roehrich et al., 2003) avec 

une diminution de l’ARNm de l’insuline. De même, l’exposition aux VLDL apparaît délétère 

sur la cellule β (Roehrich et al., 2003). Une étude récente montre que l’incubation d’îlots 

isolés avec des LDL altère la sécrétion d’insuline stimulée par le glucose chez l’homme et la 

souris (Rutti et al., 2009). De façon intéressante, les îlots isolés des souris invalidées pour le 

LDLR sont protégés de cet effet délétère des LDL sur la sécrétion d’insuline. Cependant, les 

contenus en cholestérol ne sont pas rapportés dans cette étude afin de valider l’hypothèse de 

l’influence du cholestérol intracellulaire sur la sécrétion d’insuline. Contrairement aux études 

précédentes, il n’y a pas d’effet toxique des LDL sur la mort des cellules β, ni de modification 

du contenu en insuline et de l’expression ARNm du gène de l’insuline par le traitement aux 

LDL (Rutti et al., 2009). Il semble que les LDL perturbent néanmoins la prolifération des 

cellules β chez l’homme et la souris, action à priori indépendante de l’expression du LDLR 

puisque que les îlots isolés des souris LDLR-/- subissent toujours une altération de la 

prolifération cellulaire en réponse à de fortes concentrations en LDL (Rutti et al., 2009). 

Dans cette étude, l’incubation des îlots pancréatiques de souris et humains en présence 

de HDL conduit à une diminution de l’apoptose des cellules β en condition normale, sans 

effet des HDL sur la prolifération cellulaire et la sécrétion d’insuline (Rutti et al., 2009). 

L’apoptose induite par de fortes concentrations en glucose et par la cytokine IL-1β est abolie 

par les HDL. Cette protection des HDL s’accompagne d’une diminution de l’expression des 

gènes pro-apoptotiques de la iNOS et de Fas dans les îlots de souris (Rutti et al., 2009). 

L’effet pro apoptotique des LDL et VLDL décrit précédemment implique l’activation de la 

voie JNK et l’induction du clivage de la caspase-3 (Roehrich et al., 2003). Les HDL inhibent 

le clivage de la caspase-3 et protègent la cellule β contre l’effet apoptotique des LDL et des 

VLDL. Enfin, les LDL oxydées se montrent capables de réprimer l’expression du gène de 

l’insuline et de provoquer une diminution de la sécrétion d’insuline par l’activation de JNK 

(Abderrahmani et al., 2007) (Okajima et al., 2005). Là encore, la présence des HDL 

contrebalance les effets causés par les LDL oxydées (Abderrahmani et al., 2007) ; (Okajima 

et al., 2005). D’autres récepteurs aux lipoprotéines sont présents dans la cellule β du pancréas, 

tels que CD36, les récepteurs LRP1, VLDLR et ApoER ainsi que le récepteur SR-B1 

(Roehrich et al., 2003). Bien que menés essentiellement in vitro, l’ensemble de ces résultats 

suggèrent fortement que les altérations du métabolisme des lipoprotéines rencontrées dans 

l’insulinorésistance (augmentation des VLDL et des LDL oxydées, diminution des HDL) 
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contribuent à l’aggravation du diabète de type 2, ceci en intervenant directement sur la 

fonction et la survie des cellules β. 

 

 
 

Figure 12 : Récepteurs et transporteurs du cholestérol dans la cellule β 

 

- Mécanismes d’action du cholestérol sur la sécrétion d’insuline 
 

Les mécanismes moléculaires intervenant dans la régulation de la sécrétion d’insuline 

par le cholestérol restent en partie non élucidés. Comme nous l’avons vu, les événements 

distaux impliqués dans le couplage stimulation / sécrétion d’insuline font intervenir deux 

mécanismes : le premier concerne les changements dans l’activité électrique de la cellule β 

(dépolarisation de la membrane et entrée du calcium dans la cellule) et le second l’exocytose 

des granules d’insuline régulée par les protéines SNARE. Le cholestérol est un composant 

structurel essentiel, à la fois des granules de sécrétion, mais aussi de la membrane plasmique 

pour la formation des microdomaines enrichis en cholestérol (Salaun et al., 2004). Ces rafts 

lipidiques riches en cholestérol et en sphingolipides sont le lieu d’accumulation des protéines 

SNARE qui forment des clusters de regroupement de ces protéines à la membrane plasmique 

(Lang, 2007). Il a été montré que la déplétion cellulaire en cholestérol par la MβCD augmente 

l’exocytose d’insuline dans la lignée  cellulaire HIT-15 par redistribution des canaux 

potassiques Kv2.1 et des SNARE en dehors des rafts lipidiques (Xia et al., 2004). Pourtant, la 
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littérature s’avère plutôt négative sur les effets de la MβCD sur les phénomènes d’exocytose 

d’insuline. En effet, des cellules MIN-6 traitées par MβCD ont une diminution de la sécrétion 

d’insuline associée à la désintégration des clusters de syntaxine 1 (Ohara-Imaizumi et al., 

2004). De même, dans les îlots isolés de souris, la redistribution de SNAP25 vers le cytosol 

suite à la dissociation des microdomaines entraîne également une altération de la sécrétion 

d’insuline (Takahashi et al., 2004;Vikman et al., 2009). Ces effets ne sont pas propres à la 

MβCD. Ainsi, la déplétion métabolique en cholestérol par l’utilisation du NB598, un 

inhibiteur de la squalene epoxydase, enzyme qui intervient plus en aval dans la synthèse du 

cholestérol, altère la sécrétion d’insuline dans les îlots isolés de souris. Ceci est dû a une 

relocalisation des protéines SNARE en dehors des rafts lipidiques et des canaux calciques Cav 

qui sont alors moins activés (Xia et al., 2008). 

 Un autre mécanisme est proposé par Hao et al pour expliquer l’influence du 

cholestérol sur la sécrétion d’insuline (Hao et al., 2007). Celui-ci concerne la phase précoce 

des événements déclencheurs de la sécrétion d’insuline, puisqu’il implique le métabolisme du 

glucose dans la cellule β plutôt que la phase d’excitation de la cellule. Plus particulièrement, 

c’est l’activité de la GK qui est mise en jeu. Cette enzyme est l’étape limitante de l’entrée du 

glucose dans la glycolyse et est donc cruciale pour la sensibilité de la cellule β à répondre au 

glucose. La déplétion en cholestérol dans les cellules INS-1 augmente l’activité de la GK, 

alors qu’à l’inverse son activité est diminuée quand ces mêmes cellules sont cultivées en 

présence de cholestérol. Sous sa forme dimérisée, la NOS neuronale (nNOS) qui est située sur 

les granules d’insuline fixe et inhibe la GK. L’augmentation du cholestérol intracellulaire 

stabilise les dimères de nNOS et accroît son interaction avec la GK (Hao et al., 2007). Ceci 

réduit la sécrétion d’insuline en limitant la quantité de GK libre disponible pour participer au 

métabolisme du glucose. Ces effets s’avèrent réversibles puisque la déplétion en cholestérol 

diminue la dimérisation de la nNOS. En retour, ceci libère plus de GK dans le cytosol 

permettant la phosphorylation du glucose et donc la sécrétion d’insuline. 

 

- Conclusion sur le rôle du cholestérol dans la sécrétion d’insuline 

 

L’idée générale qui semble se dégager de l’ensemble de ces travaux est qu’une 

augmentation du cholestérol dans la cellule β altère la sécrétion d’insuline alors que la 

déplétion en cholestérol potentialise la sécrétion d’insuline. 
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Cependant, il apparaît des contradictions quant aux événements impliqués dans la 

régulation de la sécrétion d’insuline par le cholestérol intracellulaire. Le type de modèle 

utilisé : étude ex vivo ou in vitro, culture primaire ou de lignées, cellule humaines ou murines, 

ainsi que les moyens mis en oeuvre pour moduler les concentrations de cholestérol : modèles 

génétiquement modifiés, traitement pharmacologique, effet aigu ou chronique, doivent être 

ainsi pris en compte pour discuter la variabilité de ces résultats 

Chez l’homme, l’hypercholestérolémie familiale n’est pourtant pas reconnue comme 

étant associée au développement d’un diabète de type 2. Une explication mécanistique 

pourrait être la suivante : c’est parce que l’endocytose du LDL-cholestérol n’est plus possible 

que ces individus vont développer une hypercholestérolémie. Or le LDLR doit permettre 

l’endocytose des LDL dans la cellule pour induire une dysfonction de la cellule β. Ainsi, les 

îlots isolés de souris LDLR déficientes, qui sont un modèle d’hypercholestérolémie, sont 

protégés de la toxicité de l’incubation de LDL par rapport aux îlots de souris sauvages 

(Roehrich et al., 2003). En ce qui concerne la maladie de Tangier et le rôle de ABCA1 dans la 

fonction β-cellulaire, on peut se demander pourquoi ces individus ne développent pas de 

diabète de type 2. Une hypothèse pour expliquer ceci est que les patients atteints de cette 

maladie ont une diminution du cholestérol total, avec en particulier des taux de LDL-C réduit 

de 40 à 70 % (Schaefer et al., 2001). Cette baisse du LDL-Cholestérol peut être bénéfique 

pour empêcher une accumulation du cholestérol dans les cellules β et partiellement masquer 

un trouble du métabolisme du glucose.  

En dehors de l’étude WOSCOPS qui rapporte un effet bénéfique de la pravastatine sur 

la réduction de l’incidence du diabète (Freeman et al., 2001), seuls les travaux de Hao et 

collaborateurs  montrent qu’un traitement à la mévastatine potentialise la sécrétion d’insuline 

(Hao et al., 2007). Pourquoi n’y a-t-il pas alors plus d’exemple citant les statines comme 

efficaces pour prévenir le diabète de type 2 ? Trois études indépendantes ont montré qu’un 

traitement d’îlots isolés de rat ou de MIN-6 par des statines lipophiles (simvastatine, 

atorvastatine et lovastatine) sont toxiques sur la cellule β, alors que la pravastatine, 

hydrophile, est sans effet (Metz et al., 1993;Yada et al., 1999;Ishikawa et al., 2006). Quoi 

qu’il en soit, le lien entre métabolisme du cholestérol et sécrétion d’insuline apparaît étroit. 

Davantages de travaux doivent être menés afin d’éclaircir les mécanismes moléculaires de 

cette régulation. Une partie de mon projet de thèse a consisté en l’étude du rôle de PCSK9 

dans le pancréas au travers du métabolisme du cholestérol (voir la partie travaux personnels). 
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4) Acides biliaires et métabolisme des lipides 

 

a) Le cycle entéro-hépatique des acides biliaires 

 

Les acides biliaires sont des molécules amphiphiles synthétisées exclusivement au 

niveau du foie à partir du cholestérol. La synthèse des acides biliaires représente donc l’étape 

ultime du catabolisme du cholestérol. La cascade de réactions qui convertit des molécules 

hydrophobes de cholestérol en composés miscibles dans l’eau leur confère des propriétés 

détergentes cruciales pour leur fonction première : la solubilisation et l’absorption intestinale 

des lipides alimentaires ainsi que des vitamines liposolubles A, D, E et K (Lefebvre et al., 

2009;Hylemon et al., 2009). Les produits immédiats de la cascade de formation hépatique des 

acides biliaires sont les acides biliaires (AB) primaires. L’acide cholique (CA) et l’acide 

chénodéoxycholique (CDCA) sont les AB primaires chez l’homme (figure 13). Ces AB 

peuvent être transformés respectivement par les bactéries intestinales en AB secondaires que 

sont l’acide déoxycholique (DCA) et l’acide lithocholique (LA).  

 

 
 

Figure 13 : Structure des principaux acides biliaires  

d’après (Hylemon et al., 2009) 
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Stockés dans la vésicule biliaire durant la période de jeûne, les ABs sont libérés au 

cours de la prise alimentaire dans le duodénum via la bile. Les ABs sont ensuite 

majoritairement réabsorbés de façon active au niveau de l’iléon et retournent au foie par la 

veine porte complétant ainsi leur cycle entéro-hépatique (figure 14). On considère que 95% 

des acides biliaires sont réabsorbés par l’intestin et retournent au foie formant un pool d’ABs 

dans l’organisme (Lefebvre et al., 2009;Hylemon et al., 2009). Le nombre de cycles que peut 

effectuer ce pool d’ABs au travers la circulation entéro-hépatique est d’environ 12. Seulement 

5% des ABs sortent du cycle pour être excrétés dans les fécès. Cette perte fécale, qui est alors 

compensée par une biosynthèse de novo d’ABs par le foie, représente la route majoritaire de 

transformation et d’élimination du cholestérol par l’organisme. Seulement, les caractéristiques 

physiques des ABs qui leur permettent de former des micelles, soumettent les cellules qui y 

sont exposées à de fortes concentrations à une certaine toxicité.  

  

 

 

 
 

Figure 14 : Le cycle entéro-hépatique des acides biliaires 

 d’après (Hylemon et al., 2009) 
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Il existe 2 voies de formation des AB par les hépatocytes : la voie principale, dite voie 

neutre ou classique, et la voie alternative ou acide (figure 15). La voie neutre consiste en 16 

réactions enzymatiques conduisant à la formation des AB primaires. La première étape, qui 

provoque une hydroxylation du carbone C7 du noyau stéroïdien est catalysée par la 

cytochrome P450 cholestérol 7α-hydroxylase (CYP7A1). La CYP7A1 est localisée au niveau 

du RE lisse, elle est l’étape limitante de la voie neutre. Le ratio entre le CA et le CDCA 

produit par cette voie est contrôlé par l’enzyme stérol 12α-hydroxylase (CYP8B1) (Hylemon 

et al., 2009). Les enzymes de cette voie sont réparties dans plusieurs compartiments 

cellulaires incluant le RE, la mitochondrie, les peroxysomes et le cytoplasme. Représentant 

25% de la production d’AB chez la souris et 6% chez l’homme, la voie alternative est initiée 

dans la mitochondrie par la stérol 27-hydroxylase (Lefebvre et al., 2009). Il semble que 

l’étape limitante de cette voie soit le transport du cholestérol à l’intérieur de la mitochondrie.  

 

 
 

Figure 15 : Voies de synthèse des acides biliaires d’après (Hylemon et al., 2009) 

 
 Avant leur sécrétion dans les canalicules biliaires, les AB primaires vont subir une 

étape de conjugaison avec la taurine ou la glycine ayant pour but d’augmenter leur caractère 

hydrophile. Cette réaction est catalysée par la bile acyl-CoA amino acid N-acyltransferase 

(BAAT). Le ratio entre AB glyco ou tauro-conjugés est déterminé par la biodisponibilité en 
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taurine puisque la BAAT possède une meilleure affinité pour cet acide aminé. Les AB sont 

également sujets à un autre type de réaction de conjugaison similaire au mécanisme de phase 

2 de détoxification des xénobiotiques. Ce type de conjugaison est retrouvé dans des situations 

pathologiques comme les cholestases où les AB vont s’accumuler. Il s’agit du transfert d’un 

groupement sulfonyl (sulfatation) catalysé par la sulfotransférase SULT2A1 ou bien d’un 

groupement glucuronosyl sous l’action de l’UDP glucuronosyltransferase UGT2B4. 

 Les AB conjugués sont activement sécrétés par les hépatocytes vers les canalicules 

biliaires via des transporteurs de la famille ABC. Les AB monovalents sont transportés par la 

bile salt export pump (BSEP) alors que les AB divalents (avec 2 charges négatives) sont 

excrétés par la multidrug resistance associated protein MRP2 (pour revue :(Zollner et al., 

2006) (figure 14). Dans le tube digestif, les ABs conjugués sont réabsorbés de façon active 

par l’iléon. Du côté apical des entérocytes, leur réabsorption s’effectue par un transporteur 

dépendant du sodium (apical sodium-dependent BA transporter, ASBT, également appelé 

IBAT). Les ABs sont ensuite sécrétés du coté basolatéral par ASBT et également le 

transporteur hétérodimérique organic solute transporter (OST) composé des sous unité α et β. 

Les AB non conjugués sont réabsorbés de façon passive. Le rôle de vecteur de transport dans 

le cytosol de l’entérocyte est attribué à la protéine intestinale de liaison aux acides biliaires 

IBABP. Enfin, pour compléter le cycle, les AB sont recaptés de la circulation sanguine par le 

foie par l’intermédiaire du cotransporteur sodium dépendant Na-taurocholic cotransporting 

polypeptide NTCP ou de façon indépendante du sodium par les membres de la famille de 

transporteur aux anions organiques OATP (organic anion transporting polypeptides) (pour 

revues : (Zollner et al., 2006;Lefebvre et al., 2009). 

 

b) Le récepteur nucléaire FXR 

 

- Les récepteurs nucléaires 

  

 Les récepteurs nucléaires (RN) sont des facteurs de transcription activés par des 

ligands qui interviennent dans un large spectre de phénomènes physiologiques par modulation 

de l’expression de gènes. Ces RN sont activés par la fixation de leur ligand, qui sont 

généralement des petites molécules et hormones lipophiles. Les RN sont en effet localisés 

dans le cytosol et nécessitent alors leur translocation dans le noyau cellulaire suite à leur 

activation. Certains RN se trouvent directement dans le noyau. L’étude phylogénique des RN 
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a permis d’établir l’émergence de ces protéines bien avant la divergence entre vertébrés et 

invertébrés. Le séquençage du génome humain a conduit à l’identification de 48 RN, dont 

seulement 24 ont des ligands connus à ce jour (pour revue : (Germain et al., 2006). Avant 

même le clonage de ces gènes, le premier RN fut identifié biochimiquement dans les années 

1960 par l’équipe d’Elwood Jensen qui montrait que l’œstradiol était spécifiquement gardée 

dans ces cellules cibles par des récepteurs de haute affinité (JENSEN, 1962). Vingt ans plus 

tard, les premiers RN étaient clonés : il s’agit du récepteur aux glucocorticoïdes par l’équipe 

de Ron Evans  (Hollenberg et al., 1985) et du récepteur aux oestrogènes par Pierre Chambon 

et Geoffrey Greene (Green et al., 1986). La classe des récepteurs nucléaires dont le ligand est 

encore inconnu est appelée récepteurs « orphelins ». Quand le ligand naturel est découvert, le 

récepteur est dit « adopté ». La nomenclature officielle des RN distingue 6 groupes de tailles 

inégales, de NR1 à NR6 auquel s’ajoute celui des RN atypiques NR0 (pour revue :(Germain 

et al., 2006). De part le rôle essentiel des RN dans virtuellement tous les aspects du 

développement, du métabolisme et de la physiologie des mammifères, les altérations de la 

signalisation contrôlée par ces récepteurs sont associées aux maladies reproductives et 

métaboliques. Leur capacité à lier des ligands spécifiques fait des RN des cibles 

pharmacologiques potentielles. 

 

- Structure des récepteurs nucléaires 

 

Tous les récepteurs nucléaires possèdent une structure composée de 5 à 6 domaines 

homologues basés sur des séquences et des fonctions conservées. Ces structures sont 

désignées de A à F de la partie N-terminale vers la partie C-terminale (Figure 16) (pour 

revue :(Germain et al., 2006). 

 La région A/B contient un domaine d’activation de la transcription (Activation 

Function 1, AF-1) qui peut fonctionner indépendamment de la fixation du ligand quand cette 

séquence est isolée du reste du récepteur. Cependant, dans le contexte du RN en entier, AF-1 

est sous la dépendance de la liaison au ligand. Cette région est très peu conservée entre les 

différents RN. 

 La région centrale C correspond au domaine de liaison à l’ADN (DNA-Binding 

Domain, DBD). C’est la région la plus conservée dans les RN, excepté pour les RN atypiques 

DAX1 (NR0B1) et SHP (NR0B2) qui en sont dépourvus. Le DBD permet la liaison à l’ADN 

au niveau de séquences spécifiques : les éléments de réponse aux hormones (Hormone 
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Response Elements, HRE). Le DBD consiste en 66 résidus hautement conservés composant 2 

motifs en doigt de zinc riches en cystéines, 2 hélices α et une extension acide carboxylique. 

Cette région peut être divisée en plusieurs éléments séquentiels, les boites P, D, T et A qui 

définissent la spécificité à l’HRE. 

 La région D, qui est une région peu conservée, sert de charnière entre la région C et E. 

Elle permet à ces 2 domaines d’adopter différentes conformations sans créer d’obstruction 

stérique entre eux. 

 La région E correspond au domaine de liaison au ligand (Ligand-Binding Domain, 

LBD). Cette région est moins conservée que le DBD. Le LBD contient 4 structures distinctes 

fonctionnelles :  

- un domaine de dimérisation, qui permet aux RN de former des homodimères ou des 

hétérodimères avec le récepteur RXR (Retinoid X Receptor). 

- la poche de liaison au ligand qui interagit avec diverses petites molécules lipophiles. 

- un domaine de recrutement des complexes protéiques corégulateurs de l’activité 

transcriptionnelle.  

- un domaine d’activation de la transcription AF-2 qui est dépendant de la fixation du ligand 

pour permettre la capacité des RN à activer la transcription. 

 La région F, contiguë à la région E, n’est pas présente chez tous les récepteurs. Sa 

fonction n’est pas connue. 

 

 

 
 

 

Figure 16 : Structure générale des récepteurs nucléaires, d’après (Moore et al., 

2006) 
 

 

 Une étape essentielle de l’activation des RN est leur interaction avec les séquences 

spécifiques de l’ADN, les HRE. Les HRE permettent le recrutement des RN proches des 

promoteurs de leurs gènes cibles. Ces éléments de réponse sont constitués de 2 copies d’une 

séquence consensus de 6 nucléotides soit en répétition directe, en répétition indirecte ou en 

répétition inversée. Ces 2 séquences sont séparées par un nombre variable de nucléotides. 

Ainsi la reconnaissance à un HRE est déterminée par la séquence nucléotidique consensus 

formant le motif, le nombre de paires de bases qui sépare les 2 séquences, et l’orientation 
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relative de ces 2 séquences. Les RN peuvent lier l’ADN sous forme de monomères, 

d’homodimères ou d’hétérodimères avec RXR. Ensuite, le changement conformationnel du 

LBD occasionné par la liaison au ligand permet le recrutement de complexes corégulateurs 

qui permettent le fonctionnement de la machinerie transcriptionnelle. Parmi ces enzymes qui 

vont modifier la chromatine, les plus couramment recrutées par les RN sont les protéines de la 

famille p160 (dont les steroid receptor coactivator, SRC), p300, les protéines CBP (cAMP 

response element-binding protein). Ces enzymes sont des histones acetyltransferases (HAT) 

qui vont provoquer des acétylations de la partie N-terminale des histones et ainsi affaiblir leur 

interaction avec l’ADN. La décondensation de la chromatine permet aux promoteurs cibles de 

recruter la RNA polymérase II et d’initier la transcription (figure 17). En plus de leur 

activation de l’expression de gènes dépendante du ligand, certains RN lient constitutivement 

des promoteurs cibles et exercent une fonction répressive de la transcription. La répression est 

conduite par l’interaction de RN avec des complexes de corépresseurs (NCoR pour nuclear 

receptor corepressor et SMRT pour silencing mediator for retinoid and thyroid hormone 

receptors) dont certains composants sont des histones deacetylases (HDAC). De tels 

complexes induisent des déacétylations des histones et la condensation de la chromatine, 

empêchant ainsi la transcription des promoteurs cibles. Cette répression de la transcription est 

levée quand le ligand se fixe au RN et permet alors l’expression des gènes cibles (pour 

revue :(Germain et al., 2006). 

 

 

 
 

Figure 17 : Schéma classique du fonctionnement des RN,  

d’après (Sonoda et al., 2008) 
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- Découverte et adoption du récepteur FXR 

  

 C’est en 1995, en identifiant des récepteurs nucléaires pouvant se lier à RXR, que 2 

groupes indépendants clonaient à partir de banques d’ADNc un nouveau  récepteur nucléaire 

orphelin (Forman et al., 1995;Seol et al., 1995). Basé sur le fait que des concentrations 

supraphysiologiques de farnésol, un intermédiaire de la voie du mévalonate, activaient 

faiblement ce RN, celui-ci fut alors nommé Farnesoid X Receptor (FXR). Quelques années 

plus tard, en 1999, les ligands endogènes de FXR devaient être identifiés comme étant les 

acides biliaires par 3 équipes indépendantes (Parks et al., 1999;Makishima et al., 1999) 

;(Wang et al., 1999). En effet, ceux-ci sont capables d’activer FXR à des concentrations 

physiologiques (10 à 100 µM). L’adoption de FXR était faite, et les acides biliaires allaient 

passer du rôle de simples molécules détergentes à celui de véritables hormones. 

  Chez l’homme, le gène codant pour FXR (NR1H4) est situé sur le chromosome 

12q23.1 et possède 11 exons (figure 18A). L’existence de 2 promoteurs alternatifs qui initient 

la transcription au niveau de l’exon 1 ou de l’exon 3 et la présence d’épissage alternatif à la 

fin de l’exon 5 conduit à la formation de 4 isoformes (FXRα1 à α4). Les isoformes FXRα1 et 

2 issus du même pré-ARNm codent pour des protéines qui sont dépourvues de 37 acides 

aminés situés en N-terminal par rapport aux isoformes FXRα3 et 4 (figure 18B). Du fait de 

l’épissage alternatif, les isoformes FXRα1 et 3 ont 4 acides aminés supplémentaires : MYTG 

dans la région charnière D, que ne possèdent pas les isoformes FXRα2 et 4. Ces 4 isoformes 

ne sont pas comparables en termes d’expression tissulaire, d’activation par leur ligand et de 

régulation génique. Un second gène FXRβ est présent chez tous les mammifères sauf chez 

l’homme et les primates où il est présent sous la forme d’un pseudogène. FXR est fortement 

exprimé dans le foie, l’intestin, les reins et les surrénales et plus faiblement dans le tissu 

adipeux. Son expression n’est pas détectée dans le cerveau, le cœur, les poumons et les 

muscles squelettiques.  
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Figure 18 : Les différents isoformes de FXR, d’après (Lee et al., 2006) 

 

 
Parmi les agonistes naturels de FXR, le CDCA est le plus puissant (EC50 = 50 µM), 

suivi du CA et du DCA et enfin du LCA. L’acide ursodéoxycholique (UDCA), un 7β épimère 

du CDCA, est complètement inactif sur FXR. Plusieurs substances naturelles sont capables 

d’activer FXR : le coumestrol, un phytoestrogène, le cafestol, un diterpène isolé des infusions 

non filtrées de café, les procyanidines, des flavonoides issus des grains de raisin ou encore le 

xanthohumol issu de la bière de houblon. La guggulstérone, principe actif du guggulipide, 

extrait de la résine du Commiphora mukul a d’abord été identifiée comme antagoniste de FXR 

puis comme agoniste partiel (pour revue :(Lefebvre et al., 2009). Le stigmastérol, un 

phytostérol dérivé d’huile lipidique, est lui aussi un antagoniste naturel de FXR. Des agonistes 

synthétiques de FXR ont été développés : des dérivés d’AB comme le 6α-éthyl CDCA et des 

composés non stéroïdiens comme le GW 4064, la feraxamine et le nouvel agoniste WAY-

362450 (figure 19).  

 

A 

B 
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Figure 19 : Structures des agonistes synthétiques de FXR 

 

 

- Régulation du métabolisme des acides biliaires par FXR 

 

 La découverte que les ABs sont les ligands naturels de FXR, associée au fait que ce 

RN soit majoritairement exprimé au niveau du système entéro-hépatique, a conduit à 

l’hypothèse que FXR jouerait un rôle dans le contrôle de l’homéostasie des ABs. Agissant 

comme un senseur intracellulaire aux ABs, FXR protège les hépatocytes d’une surcharge 

toxique en AB en supprimant leur synthèse de novo, en accélérant leur détoxification et leur 

excrétion hépatique, et enfin en inhibant leur réabsorption intestinale et hépatique (pour 

revue :(Lefebvre et al., 2009). L’activation de FXR par ses ligands entraîne sa fixation au 

niveau d’éléments de réponse appelés FXRE (FXR response Element). Un FXRE typique 

consiste en une répétition indirecte de la séquence hexanucléotidique AGGTCA espacée 

d’une paire de bases (IR1). Différents modes de régulation de l’expression de gènes existent 

pour FXR (figure 20). FXR peut agir sous forme de monomères ou d’hétérodimères avec 

RXR. Certains gènes sont directement activés, d’autres réprimés. FXR peut aussi réprimer 

l’expression de gènes de façon indirecte via l’induction de l’expression du récepteur nucléaire 

atypique SHP (Small Heterodimer Partner).  
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Figure 20 : Modes de régulation de la transcription de FXR,  

d’après (Wang et al., 2008a) 

 

 L’expression de CYP7A1 est régulée de façon positive par le Liver Receptor Homolog 

1 (LRH-1). SHP se lie à LRH-1 et l’inactive, inhibant ainsi l’expression de CYP7A1 et la 

synthèse des ABs (Goodwin et al., 2000). Dans l’entérocyte, FXR activé par les ABs stimule 

l’expression et la sécrétion de FGF-15 (Fibroblast Growth Factor-15) (FGF-19 chez l’homme) 

murin dans la veine porte. Au niveau du foie, FGF-15/19 se lie à son récepteur membranaire 

FGFR-4 et inhibe l’expression de la CYP7A1 via la voie JNK (Inagaki et al., 2005). Ainsi les 

ABs exercent un rétro-contrôle négatif en réprimant eux-mêmes leur propre synthèse. FXR 

protège de la cytotoxicité des AB en surexprimant les gènes de l’excrétion cellulaire des ABs 

comme BSEP et MRP2 dans l’hépatocyte et OSTα/β dans l’entérocyte et en inhibant leur 

réabsorption par l’intestin en réprimant ASBT ainsi que NTCP et OATP dans le foie. Enfin, 

FXR stimule la détoxification des ABs dans les hépatocytes grâce au mécanisme de 

conjugaison initié par UGT2B4 et SULT2A1 et protège les entérocytes en stimulant IBABP 

qui chélate les ABs (figure 21) (pour revue : (Lefebvre et al., 2009). Les souris déficientes 

pour FXR présentent un pool d’AB diminué, une augmentation des taux d’ABs plasmatiques 

et une réduction de l’excrétion fécale des ABs, le tout corrélé avec une diminution de 

l’expression des protéines de transport des ABs de l’hépatocyte vers les canalicules biliaires 

(Sinal et al., 2000). De plus, les souris invalidées pour FXR nourries avec un régime enrichi 

en CA ne répriment pas CYP7A1 et n’induisent pas non plus IBABP, confirmant ainsi le rôle 

capital de FXR dans l’homéostasie des ABs. 
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Figure 21 : Régulation de cycle entéro-hépatique des AB par FXR,  

d’après (Cariou, 2008) 
 

 

c) Interactions entre le métabolisme des acides biliaires et des lipides 

 

- Effet des acides biliaires sur le métabolisme des lipides 

 
 Un certain nombre d’observations cliniques suggèrent une relation entre le 

métabolisme des ABs et celui des lipides. Dans un premier temps, des altérations du cycle 

entéro-hépatique des ABs sont constatées dans les troubles métaboliques. Ces altérations 

comprennent des variations de la concentration et de la composition des ABs dans le plasma 

et dans la bile. Des études cinétiques du CA et du CDCA ont été menées chez des patients 

atteints d’une hypertriglycéridémie familiale. Il a été observé une augmentation du turn-over 

des AB chez ces individus, associée à une augmentation de leur synthèse hépatique alors que 

l’absorption intestinale des ABs est diminuée (Angelin et al., 1987;Duane, 1995). On constate 

même la disparition de l’augmentation des AB dans le plasma en période postprandiale 

(Angelin et al., 1987). Des biopsies iléales pratiquées chez les patients 

hypertriglycéridémiques vont dans ce sens en montrant une diminution de l’expression 

ARNm du transporteur ABST (Duane et al., 2000). Dans une étude, l’hyperinsulinémie, les 
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dyslipidémies et l’obésité sont classés comme facteurs de risque de pathologies de la vésicule 

biliaire (Boland et al., 2002). 

 Mais la relation inverse existe aussi dans les liens qui unissent métabolisme lipidique 

et ABs. Des mutations homozygotes du gène codant la CYP7A1 altérant la synthèse des ABs 

sont associées à une augmentation des TG plasmatiques chez l’homme (Pullinger et al., 2002) 

et la souris (Repa et al., 2000). Par ailleurs, les résines séquestrant les ABs de type 

cholestyramine (Questran) diminuent le LDL-C plasmatique. Tout comme les résections 

iléales qui réduisent la réabsorption intestinale des ABs, l’effet désiré avec ces résines est de 

stimuler le catabolisme hépatique du cholestérol suite à la diminution du pool hépatique 

d’ABs. Seulement, les patients hypercholestérolémiques traités par la cholestyramine (Miller 

and Nestel, 1975;Angelin et al., 1978) ou ayant subit une résection iléale (Grundy et al., 

1971;Akerlund et al., 1994) présentent une hypertriglycéridémie. Ces observations contre-

indiquent l’utilisation de telles résines chez des patients hypertriglycéridémiques (Bell et al., 

1973;Albers et al., 1982). De façon intéressante, seul le CDCA entraîne à l’inverse la 

diminution des TG. L’acide ursodesoxycholique, qui a une faible activité transactivatrice vis-

à-vis de FXR, n’a aucun effet sur le métabolisme des TG (Carulli et al., 1981;Leiss and von, 

1982). Des résultats concluants ont été ainsi obtenus avec le CDCA chez des patients ayant 

une hypertriglycéridémie familiale (Bateson et al., 1978). Sur le plan mécanistique, des études 

sur des hépatocytes primaires humains et de rongeurs indiquent clairement que les ABs 

diminuent la sécrétion des VLDL in vitro (Lin et al., 1996a;Lin et al., 1996b). Des études 

cinétiques du métabolisme des lipoprotéines menées chez l’homme ont démontré que 

l’administration de cholestyramine provoque une augmentation de la production hépatique 

des VLDL (Beil et al., 1982), alors que le traitement d’individus normolipidiques et 

hypertriglycéridémiques par le CDCA provoque une diminution de la production des VLDL 

(Angelin et al., 1978;Angelin and Leijd, 1980). Ainsi l’interruption du cycle entéro-hépatique 

des ABs et l’administration de CDCA, agoniste de FXR, ont des effets opposés sur le 

métabolisme des TG chez l’homme.  

 

- FXR et métabolisme des TG 

 

 La génération des souris invalidées pour le gène de FXR (FXR
-/-

) a permis de 

démontrer que FXR jouait le rôle de lien moléculaire entre le métabolisme des ABs et celui 

des lipides. Les souris FXR
-/- 

sont viables, fertiles, se développent normalement mais 
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présentent une hypertriglycéridémie et une hypercholestérolémie (Sinal et al., 2000). Elles 

sont également caractérisées par une augmentation des TG et du cholestérol hépatiques et par 

un profil lipoprotéique pro-athérogène. L’analyse des fractions lipoprotéiques montre 

essentiellement une augmentation des VLDL-TG et une augmentation importante du HDL-C. 

Un test d’inhibition de la lipolyse des VLDL in vivo démontre que l’hypertriglycéridémie des 

souris FXR
-/-

 est la conséquence d’une augmentation de la production hépatique de VLDL. 

Ces altérations sont la conséquence directe de l’absence de FXR et ne peuvent être attribuées 

à une déplétion du pool des AB puisque celui-ci est même augmenté chez les souris FXR
-/-

 

(Lambert et al., 2003;Kok et al., 2003). De plus, l’administration d’agonistes de FXR 

(CDCA, GW 4064 ou WAY 362450) réduisent les niveaux de TG plasmatiques chez la souris 

et le rat (Maloney et al., 2000a;Maloney et al., 2000b;Kast et al., 2001a;Kast et al., 

2001b;Flatt et al., 2009). Cet effet est clairement dépendant de FXR puisqu’il n’est pas 

retrouvé chez les souris FXR
-/- 

(Kast et al., 2001b;Claudel et al., 2003;Ma et al., 2006;Zhang 

et al., 2006a). Une amélioration de l’hypertriglycéridémie est également rencontrée dans les 

modèles d’obésité et d’insulinorésistance que sont les souris db/db (Zhang et al., 2006a), KK-

A
y
 (Watanabe et al., 2004) et ob/ob (Cariou et al., 2006a). Le hamster doré de Syrie soumis à 

un régime riche en fructose développe une insulinorésistance et une hypertriglycéridemie, 

mimant ainsi la dyslipidémie mixte du syndrome métabolique. Un traitement au CDCA chez 

cet animal abaisse les taux de cholestérol et de TG plasmatiques (Bilz et al., 2006). De plus, 

des études réalisées avec des agonistes naturels de FXR confirment l’effet 

hypotriglycéridémiant de FXR puisque qu’un traitement aux procyanidines réduit clairement 

les TG plasmatiques chez la souris (Del Bas et al., 2009). L’administration de xanthohumol 

diminue l’hypertriglycéridémie chez les souris KK-A
y
 (Nozawa, 2005) alors que le 

coumestrol réduit la production de VLDL in vitro (Takahashi et al., 2004). Ainsi, l’effet 

hypotriglycéridémiant de FXR est conservé dans différents modèles animaux de dyslipidémie. 

 

 Les TG circulants sont le reflet de la production hépatique des VLDL et de la clairance 

de ces lipoprotéines. Les TG hépatiques sont un composant primordial pour l’assemblage et la 

sécrétion des VLDL. Les AGL plasmatiques sont une source de synthèse des TG au niveau du 

foie. Une diminution des AGL circulants est induite dans des modèles de rongeurs 

insulinorésistants traités par des agonistes de FXR (Bilz et al., 2006;Zhang et al., 2006b) et 

pourrait diminuer l’apport d’AGL extrahépatiques vers le foie. En effet, des travaux 

démontrent que FXR contrôle la différenciation adipocytaire (Rizzo et al., 2006a;Cariou et 
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al., 2006a;Cariou et al., 2006b;Rizzo et al., 2006b). Les souris FXR
-/-

 ont des taux 

plasmatiques d’AGL élevés, conséquence d’une quantité moindre de tissu adipeux et 

d’adipocytes de plus petite taille que les souris sauvages (Cariou et al., 2006c). Il n’est donc 

pas exclu qu’un défaut de stockage des TG au niveau des adipocytes soit impliqué dans 

l’hypertriglycéridémie des souris FXR
-/-

. 

 Mais la production de TG est aussi dépendante de la lipogenèse de novo dans le foie. 

Plusieurs études menées in vivo et in vitro chez les rongeurs ont montré que FXR diminue la 

lipogenèse de novo hépatique (Watanabe et al., 2004;Duran-Sandoval et al., 2005;Ma et al., 

2006;Bilz et al., 2006). FXR réprime l’expression hépatique du facteur de transcription 

SREBP-1c et de ses gènes cibles (figure 22) (Watanabe et al., 2004;Duran-Sandoval et al., 

2005;Ma et al., 2006;Bilz et al., 2006), alors que l’expression de SREBP-1c est augmentée 

dans le foie des souris FXR
-/-

 (Watanabe et al., 2004;Duran-Sandoval et al., 2005;Ma et al., 

2006;Bilz et al., 2006). SREBP-1c est un facteur de transcription qui active l’expression des 

gènes de lipogénèse. Ce mécanisme contribue donc à la diminution de la sécrétion des VLDL-

TG par le foie suite à l’activation de FXR. La répression de SREBP-1c en réponse à 

l’activation de FXR serait indirecte et passerait par l’induction de SHP qui antagonise l’effet 

du récepteur LXR sur l’induction de SREBP-1c. Ainsi l’activation de SREBP-1c par un 

agoniste de LXR est totalement abolie suite à un traitement par les AB et ce de manière SHP-

dépendante (Watanabe et al., 2004). Il a cependant été obervé que le gène codant la fatty acid 

synthase (FAS), une enzyme lipogénique, possède un élément de réponse à FXR et est induit 

par FXR (Matsukuma et al., 2006). En outre, cette régulation SHP-dépendante de SREBP-1c 

est controversée par des travaux plus récents qui montrent que l’invalidation de SHP chez les 

souris obèses ob/ob prévient la stéatose hépatique dans ce modèle en diminuant les gènes de 

la lipogenèse de novo dont SREBP-1c et FAS (Huang et al., 2007). 

 Dans une autre étude qui ne retrouve pas de variation de l’expression hépatique de 

SREBP-1c chez les souris FXR
-/-

, un autre mécanisme a été mis en évidence pour la 

régulation de la lipogénèse de novo par FXR. Les souris FXR
-/-

 ont une production hépatique 

de VLDL et des taux de TG plasmatiques plus élevés que les souris sauvages au cours d’une 

réalimentation riche en hydrates de carbone suite au jeûne (Duran-Sandoval et al., 2005). 

Dans ces conditions, l’induction hépatique des gènes de la glycolyse et de la lipogenèse est 

également plus précoce chez les souris FXR
-/-

. En conséquence, l’absence de FXR entraîne 

une augmentation du flux glycolytique et des substrats pour la lipogenèse au cours de la 

réalimentation, ce qui contribue à l’hypertriglycéridémie des souris FXR
-/-

. Ainsi, FXR 

réprime l’induction de l’expression des gènes de la glycolyse et de la lipogenèse en réponse 
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au glucose en inhibant directement les éléments de réponse aux carbohydrates (Carbohydrate 

Response Element, ChoRE) (Duran-Sandoval et al., 2005).  

 FXR régule également un autre facteur de transcription acteur du métabolisme des 

triglycérides : PPARα (Peroxisome Proliferator Activated Receptor ). L’activation de 

PPARα entraîne une diminution des TG plasmatiques et hépatiques en induisant la 

transcription des gènes de l’oxydation des acides gras dans le foie. La stimulation de PPARα 

par FXR n’est retrouvée que chez l’homme in vitro, aucun élément de réponse de FXR 

n’ayant été identifié sur le promoteur du gène PPARα murin (Pineda, I et al., 2003;Ma et al., 

2006). Chez la souris, FXR induit l’expression de la PDK4 (Pyruvate Dehydrogenase Kinase 

4), un gène cible de PPARα qui est impliqué dans l’oxydation des acides gras (Savkur et al., 

2005). 

 Enfin, FXR intervient aussi plus en aval, au niveau de l’assemblage des VLDL. La 

synthèse et la sécrétion des VLDL par les hépatocytes dépend de l’activité d’une enzyme du 

réticulum endoplasmique : MTP, qui assemble l’apo-B et les TG. Le traitement de cellules 

hépatiques humaines par des agonistes de FXR diminue l’expression de la MTP mais 

également l’expression de l’apo-B (Hirokane et al., 2004). Ces résultats sont corrélés avec la 

diminution de la sécrétion des VLDL dans le milieu de culture (Hirokane et al., 2004).  

  

 FXR n’intervient pas seulement sur la production hépatique des TG. Son effet 

hypotriglycéridémiant passe aussi par une stimulation de la clairance des TG circulants 

(figure 22). La lipoprotéine lipase est l’enzyme clé de l’hydrolyse des TG contenus dans les 

VLDL, transformant ces dernières en particules plus petites et plus denses : les IDL. 

L’activité de la LPL est régulée notamment par des cofacteurs présents dans la composition 

des lipoprotéines. Ainsi, l’apo-CIII et l’ANGPTL3 (angiopoietin-like protein 3) sont des 

inhibiteurs de la LPL, alors que l’apo-CII et l’apo-AV sont des activateurs de cette enzyme. 

Chez l’homme et la souris, l’activation de FXR réprime l’expression de l’apo-CIII (Claudel et 

al., 2003) et de l’ANGPTL3 (Watanabe et al., 2004). FXR interagit avec le promoteur de 

l’apo-AV in vitro chez l’homme (Prieur et al., 2003). Cependant, s’il est montré l’existence 

d’un élément de réponse à FXR et la possibilité pour FXR d’augmenter l’activité du 

promoteur de l’apo-AV, la stimulation de FXR par ses agonistes n’induit pas l’expression de 

l’ARNm de l’apo-AV. Par contre, le traitement avec des agonistes de FXR entraîne une 

augmentation de l’expression de l’apo-CII dans le foie de souris in vivo et in vitro (Kast et al., 

2001b). L’ensemble de ces résultats suggère que l’activation de FXR augmente l’activité de la 

LPL.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19540497?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
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 D’autres mécanismes sont impliqués dans les effets lipidiques de FXR. Le récepteur 

aux VLDL intervient dans la captation des VLDL plasmatiques. Bien que faiblement exprimé 

au niveau hépatique, le VLDLR a été identifié comme une cible indirecte de FXR in vitro 

chez l’homme et in vivo dans le foie de souris (Prieur et al., 2003;Sirvent et al., 2004a). De 

même, FXR induit l’expression hépatique et l’activité du syndecan-1, un protéoglycan 

transmembranaire impliqué dans la capture des remnants des VLDL (Anisfeld et al., 2003). 

 

 

  

 
 

 

Figure 22 : Effets hypotriglycéridémiants de FXR 

 

 

- FXR et métabolisme du cholestérol 

 

 La modulation de FXR a une conséquence directe sur le métabolisme du cholestérol. 

En effet, les AB répriment leur propre synthèse via FXR en inhibant l’expression de l’enzyme 

limitante de cette étape : la CYP7A1. La transformation du cholestérol hépatique en AB 
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représente sa seule forme d’excrétion de l’organisme. Ainsi, l’effet des résines séquestrant les 

AB est de stimuler cette voie en interrompant le cycle entéro-hépatique des AB. La 

diminution des concentrations intracellulaires en cholestérol stimule le facteur de transcription 

SREBP- 2, entraînant alors l’augmentation du LDLR et la baisse du LDL-C plasmatique.  

 De façon apparemment contradictoire, il a été montré in vitro que les ABs stimulent 

directement l’expression et l’activité du LDLR dans des hépatocytes humains et murins 

(Carlson and Kottke, 1989;Taniguchi et al., 1994;Nakahara et al., 2002). Il est ainsi observé 

que la stimulation de la voie des MAP-Kinases ERK 1/2 par le CDCA semble stabiliser 

l’ARNm du LDLR (Nakahara et al., 2002). De façon intéressante, il a récemment été montré 

que FXR stimule l’expression de Insig-2, protéine qui inhibe la maturation et l’activité de 

SREBP-2 (Hubbert et al., 2007). Ainsi, l’activation de FXR chez la souris empêche la 

maturation de SREBP-2 et diminue l’expression de l’HMGCoA reductase ainsi que la 

biosynthèse de cholestérol in vitro. FXR contrôlerait également l’absorption intestinale du 

cholestérol. En effet, il est observé une augmentation de l’absorption intestinale du cholestérol 

chez les souris FXR
-/-

 (Lambert et al., 2003). Néanmoins, les mécanismes moléculaires sous-

jacents ne sont pas encore élucidés.   

 Par rapport à ces résultats obtenus in vitro et in vivo chez la souris, les études chez 

l’homme ont trouvé des résultats discordants concernant l’effet du CDCA sur les taux de 

LDL-C. Un traitement de courte durée (20 semaines) n’altère pas le LDL-C (Wang et al., 

2006), alors qu’un traitement prolongé (2 ans) chez des patients ayant des lithiases biliaires 

s’accompagne d’une augmentation de 10% du LDL-C (Schoenfield and Lachin, 1981). Si la 

stimulation de FXR réprime la CYP7A1, alors les antagonistes de FXR devraient augmenter 

la voie de transformation du cholestérol en ABs et diminuer le LDL-C. La guggulstérone, 

originellement décrite comme un antagoniste de FXR et utilisée en médecine traditionnelle 

indienne, n’offre pas là non plus de réponse claire. Certaines études chez l’homme avec la 

guggulstérone retrouvent une diminution de 10 à 30% du LDL-C alors que d’autres ne 

suggèrent aucun effet de la guggulstérone (pour revue : (Lefebvre et al., 2009). Dans une 

étude, on observe même une augmentation du LDL-C de 10% avec le traitement 

guggulstérone sans changement significatif sur la triglycéridémie (Szapary et al., 2003). 

D’autres études bien conduites sur un plan méthodologique seront donc nécessaires pour 

déterminer le rôle exact de l’activation de FXR sur le métabolisme du LDL-C. 

 

 FXR module également le métabolisme des HDL. Les souris FXR
-/-

 ont une 

augmentation du HDL-C, possible conséquence d’une altération du transport inverse du 



 72 

cholestérol. Il est en effet observé une diminution de la capture sélective du HDL-C par le 

foie, mécanisme effectué par le récepteur SR-B1, dont l’expression hépatique est diminuée 

chez les souris FXR
-/- 

(Lambert et al., 2003). SR-B1 est stimulé par les ABs chez la souris 

(Fuchs et al., 2001), ce qui a été démontré comme étant un effet dépendant de FXR (Lambert 

et al., 2003;Zhang et al., 2006a). Néanmoins, une étude menée in vivo et in vitro chez 

l’homme et le rat présente les résultats inverses suite à l’activation de FXR par ses agonistes 

(Malerod et al., 2005). Les ABs régulent négativement l’apo-AI qui est l’apolipoprotéine 

principale des HDL (Srivastava et al., 2000), effet là aussi conduit par FXR (Claudel et al., 

2002).  

 Les études in vivo dans les modèles de souris insulinorésistantes montrent qu’un 

traitement au GW 4064 améliore l’hypercholestérolémie (Cariou et al., 2006a;Zhang et al., 

2006a;Cariou et al., 2006d), malheureusement, cet effet est lié à une diminution du HDL-C 

(Watanabe et al., 2004). Comme indiqué précédemment, le hamster doré de Syrie est un bon 

modèle animal pour étudier la dyslipidémie mixte. En effet, lorsqu’ils sont soumis à un 

régime riche en fructose, ces animaux développent une insulinorésistance et une 

hypertriglycéridémie massive. Un traitement par le CDCA prévient l’apparition de 

l’hypertriglycéridémie et diminue le cholestérol des VLDL, des IDL et des LDL sans 

influencer le HDL-C (Bilz et al., 2006). Chez l’homme, un traitement par le CDCA diminue 

en effet les niveaux de HDL-C (Bateson et al., 1978;Leiss et al., 1982). A l’inverse, le HDL-

C est augmenté suite à l’administration de cholestyramine (Angelin et al., 1978;Shepherd et 

al., 1979). 

 D’un autre côté, FXR contrôle positivement chez la souris l’expression hépatique de la 

PLTP, qui contribue au remodelage des HDL (Laffitte et al., 2000;Urizar et al., 2000;Kast et 

al., 2001b). La lipase hépatique et la CETP ont toutes deux des actions négatives sur le 

métabolisme des HDL, notamment dans l’insulinorésistance où leur activité est augmentée. 

FXR est capable de réprimer l’expression de chacune de ces protéines (Sirvent et al., 2004b) 

(Kinoshita et al., 2004). 

 Ainsi, si l’activation de FXR semble avoir des effets bénéfiques sur le métabolisme 

des TG, elle s’accompagne d’effets indésirables sur le métabolisme du HDL-C et 

potentiellement sur celui du LDL-C. Récemment, des travaux ont étudié les effets de 

l’agoniste spécifique de FXR, le WAY-362450, dans divers modèles d’insulinorésistance que 

sont les souris db/db et KK-A
y
 ainsi que le hamster nourri avec un régime riche en fructose 

(Evans et al., 2009). On retrouve un effet hypotriglycéridémiant très clair chez les animaux 

traités au WAY-362450 avec en plus une baisse de la cholestérolémie. Cette baisse concerne 
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le VLDL-C et LDL-C mais aussi le HDL-C. Pourtant, chez les souris, il est montré que le 

WAY-362450 va induire l’expression de SRBI sans modifier l’apo-AI, suggérant une 

augmentation du retour inverse du cholestérol pour expliquer la diminution du HDL-C. 

 

- FXR et homéostasie du glucose 

 

FXR et métabolisme hépatique du glucose 

 

 Plusieurs données indiquent l’existence d’un cross-talk entre le métabolisme des ABs 

et celui des glucides. Chez l’animal, l’expression hépatique de FXR est régulée par le statut 

nutritionnel. FXR est plus exprimé pendant le jeûne alors que son expression diminue lors de 

la renutrition (Zhang et al., 2004). In vitro, l’expression de FXR est stimulée par le glucose et 

réprimée par l’insuline dans des hépatocytes primaires de rat (Duran-Sandoval et al., 2004). 

De plus, l’expression hépatique de FXR est modulée au cours du diabète : il est retrouvé une 

diminution de l’expression de FXR dans le foie de souris ZDF, qui développent un diabète de 

type 2, mais aussi chez des souris où un diabète insulinopénique est induit par l’injection de  

streptozotocine (Duran-Sandoval et al., 2004). Un traitement à l’insuline restaure l’expression 

de FXR chez les souris traitées à la streptozotocine. Dans une autre étude, il est trouvé à 

l’inverse une augmentation de l’expression hépatique de FXR chez les souris diabétiques 

db/db (Zhang et al., 2006a).  

 Des modifications du métabolisme des ABs sont observées avec l’apparition du 

diabète. Le pool d’ABs est augmenté chez les souris spontanément diabétiques NOD (non 

obese diabetic) (Uchida et al., 1985) ainsi que chez les rats traités à la streptozotocine 

(Villanueva et al., 1990). Chez l’homme, une étude réalisée sur 6 indiens Pima diabétiques 

trouve aussi un pool d’ABs augmenté avec l’hyperglycémie non traitée. Le pool d’ABs est 

diminué suite à l’insulinothérapie. Concernant la composition de la bile, ces travaux ont 

montré que la bile est plus enrichie en cholestérol chez ces individus, ce qui favorise la 

formation de lithiases biliaires (Bennion and Grundy, 1977). A l’inverse, le pool d’AB n’est 

pas modifié par le traitement à l’insuline chez 14 patients diabétiques de type 2 dans une autre 

étude (Abrams et al., 1982). Il est également rapporté une augmentation du risque de lithiases 

biliaires avec l’insulinorésistance (Ruhl and Everhart, 2000). Enfin, on voit apparaître une 

augmentation de la fréquence de diabète de type 2 chez les patients atteints de lithiases 

biliaires (De et al., 1997). 
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 L’utilisation des résines chélatrices des ABs s’avère bénéfique sur le contrôle 

glycémique chez l’homme. Une étude randomisée en double aveugle suggère que 

l’administration de cholestyramine chez des patients atteints de diabète de type 2 et 

dyslipidémiques améliore le profil glycémique (Garg and Grundy, 1994). Cette étude a été 

confirmée par les études plus récentes avec le colesevelam, une autre résine, qui diminue 

significativement le pourcentage d’hémoglobine glyquée au bout de 12 semaines de 

traitement chez des diabétiques de type 2 (Zieve et al., 2007).  

 

 Concernant l’effet direct des ABs sur la glycémie, des études ont montré que des 

traitements aux ABs, in vitro chez l’homme ou in vivo chez la souris, répriment l’expression 

de gènes impliqués dans la néoglucogénèse comme la Phosphoenolpyruvate Carboxykinase 

(PEPCK) ou la glucose 6 phosphatase (G6Pase) (De et al., 2003;Kim et al., 2004;Yamagata et 

al., 2004). Certains de ces travaux décrivent l’induction de SHP comme nécessaire à la 

répression des gènes de la néoglucogenèse par les ABs (Kim et al., 2004;Yamagata et al., 

2004;Ma et al., 2006), ce qui est confirmé par la surexpression de SHP dans les hépatocytes 

(Park et al., 2007;Lee et al., 2008). Ainsi, les travaux de Ma et collaborateurs prouvent qu’un 

traitement au CA chez la souris diminue l’expression des gènes de la néoglucogenèse 

(PEPCK et G6Pase) en parallèle d’une baisse de la glycémie, et ce de façon FXR et SHP 

dépendante (Kim et al., 2004;Ma et al., 2006). Dans cette étude, alors que les souris FXR
-/-

 

présentent une glycémie plus élevée à l’état nourri, dans les conditions de jeûne aucune 

différence n’est observée à 8 semaines, mais à 12 semaines la glycémie de ces souris demeure 

plus élevée que celle des souris sauvages. Le rôle de FXR dans la régulation de la 

néoglucogenèse reste cependant très controversé. In vitro, l’activation de FXR par le GW4064 

stimule l’expression de la PEPCK et la production de glucose dans des hépatocytes primaires 

humains ou de rats. L’augmentation de l’expression de la PEPCK est retrouvée in vivo chez la 

souris traitée au GW 4064 sans changement de la glycémie (Duran-Sandoval et al., 

2004;Stayrook et al., 2005). Allant dans le même sens, les souris invalidées pour FXR 

expriment moins la PEPCK dans le foie in vivo et in vitro dans des hépatocytes primaires 

(Duran-Sandoval et al., 2004;Cariou et al., 2005). Zhang et collaborateurs montrent que les 

souris sauvages traitées par GW 4064 ou exprimant une forme constitutivement active de 

FXR vont avoir une baisse de la glycémie associée à une diminution de l’expression 

hépatique de la G6Pase alors que la PEPCK est augmentée dans ces conditions (Zhang et al., 

2006a). Les résultats sont plus concordants quand on s’intéresse au rôle de FXR dans les 

modèles de diabète. Les traitements au GW 4064 réduisent la glycémie et améliorent la 
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sensibilité à l’insuline chez les souris db/db, KK-A
y
, (Zhang et al., 2006a) et ob/ob (Duran-

Sandoval et al., 2004;Cariou et al., 2006a). Le traitement au GW 4064 chez les souris db/db 

diminue l’expression hépatique de la G6P et également de la PEPCK (Zhang et al., 2006a). 

Ces effets sur la baisse de glycémie peuvent en partie être la conséquence indirecte de 

l’amélioration de la sensibilité à l’insuline dans ces modèles, puisqu’en effet l’activation de 

FXR va entraîner une diminution des AGL circulants (Cariou et al., 2006a;Zhang et al., 

2006a), perturbateurs de la voie de signalisation à l’insuline dans le foie et les organes 

périphériques. 

 

 En dehors de son rôle sur la néoglucogenèse, FXR intervient aussi sur la 

glycogénogenèse hépatique. La stimulation de FXR augmente le stock de glycogène dans le 

foie des souris db/db (Zhang et al., 2006a). A l’inverse, on constate que le stock de glycogène 

hépatique est diminué chez les souris invalidées pour FXR (Cariou et al., 2005;Duran-

Sandoval et al., 2005). Lorsque l’on s’intéresse aux modifications de la glycémie au cours du 

jeûne chez les souris FXR
-/-

, on s’aperçoit que ces souris s’adaptent mal au jeûne puisqu’elles 

présentent une hypoglycémie transitoire à 3h de jeûne et retrouvent une glycémie identique 

aux souris sauvages à partir de 24h de jeun (Cariou et al., 2005). De plus, lors de la 

réalimentation après une nuit de jeûne, les souris invalidées pour FXR ont une glycémie plus 

basse que les souris sauvages dans cette condition, ce qui est associé à une augmentation de 

l’expression des gènes glycolytiques et lipogéniques et une répression des gènes de la 

glycogenèse. In vitro, l’activation de FXR empêche l’induction des gènes de la glycolyse et 

de la lipogenèse en réponse au glucose en interférant avec les éléments de réponse au glucose 

(Duran-Sandoval et al., 2005). La présence de FXR semble donc nécessaire pour orienter le 

glucose vers la glycogénogenèse suite à la prise alimentaire et pour maintenir un stock de 

glycogène hépatique assurant le maintien de la glycémie au cours du jeûne (figure 23). Enfin, 

FXR régule l’homéostasie du glucose également au niveau de l’intestin. Les souris invalidées 

pour FXR présentent une absorption intestinale du glucose ralentie avec un pic d’apparition 

du glucose dans le plasma retardé par rapport aux souris sauvages (van Dijk et al., 2009). Ces 

observations peuvent expliquer la moindre élévation de la glycémie après un repas chez les 

souris FXR
-/-

 par rapport aux souris sauvages. 
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Figure 23 : FXR contrôle la réponse adaptative du foie lors de la transition jeûne 

réalimentation, d’après (Lefebvre et al., 2009) 
  

FXR et sensiblité à l’insuline 

 

Trois études indépendantes ont démontré que FXR régule la sensibilité à l’insuline 

(Ma et al., 2006;Zhang et al., 2006a) (Cariou et al., 2006a). Les souris invalidées pour FXR 

développent une intolérance au glucose et une insulinorésistance. Ces souris ont également 

une augmentation des AGL plasmatiques (Ma et al., 2006;Cariou et al., 2006a) pouvant être à 

l’origine de cette perte de sensibilité à l’insuline. Dans les travaux de Ma, la perte de 

sensibilité à l’insuline concerne le foie et les organes périphériques alors que dans l’étude de 

Cariou et collaborateur elle est uniquement périphérique, avec une altération de la voie de 

signalisation de l’insuline dans le muscle et le tissu adipeux. Dans la troisième étude, le perte 

de sensibilité à l’insuline est exclusivement hépatique (Zhang et al., 2006a). Ces différences 

restent inexpliquées mais résultent en partie des différences de fond génétique des souris. 

L’augmentation des AGL circulants est associée à une augmentation des TG dans le muscle 

(Ma et al., 2006) et à une diminution de la masse adipeuse (Cariou et al., 2006a) chez les 

souris FXR
-/-

. Il est maintenant clair que FXR est important dans la différenciation du tissu 

adipeux et la capture des AGL. Deux études confirment que FXR est exprimé dans le tissu 

adipeux et que son expression augmente durant le différenciation adipocytaire (Cariou et al., 
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2006a;Rizzo et al., 2006b). Des adipocytes 3T3-L1 traités au GW 4064 ont une augmentation 

de la sensibilité à l’insuline et de la capture de glucose (Cariou et al., 2006a;Rizzo et al., 

2006b). Récemment, une étude a identifié le transporteur au glucose Glut-4 comme une cible 

de FXR dans des cultures d’hépatocytes et d’adipocytes (Shen et al., 2008). 

 

 Au final, une conséquence des troubles énergétiques rencontrés chez les souris FXR
-/-

 

est leur incapacité à réguler leur thermogenèse. Les souris FXR
-/-

 possèdent des stocks 

hépatiques de glycogène réduits et une diminution des stocks de TG au niveau du tissu 

adipeux. Ainsi, ces souris sont incapables de réguler leur température correctement : on 

constate ainsi une entrée en torpeur accélérée dans des conditions de jeûne ou d’intolérance au 

froid (Duran-Sandoval et al., 2005;Cariou et al., 2007a).  

 

d) Autres rôles de FXR 

 

- Rôle de FXR dans les vaisseaux et l’athérosclérose 

  

 L’expression de FXR a été rapportée dans la paroi vasculaire chez l’homme, 

notamment au niveau des plaques d’athérosclérose (Bishop-Bailey et al., 2004). On trouve 

FXR aussi bien dans les cellules musculaires lisses de la paroi vasculaire que dans les cellules 

endothéliales. Bien que moins exprimé que dans le foie, FXR est fonctionnel et nombre 

d’effets potentiellement bénéfiques ont été observés suite à l’activation de FXR in vitro 

(tableau IV). Néanmoins, les données obtenues in vivo dans différents modèles de souris 

FXR
-/-

 sont plus contradictoires et le rôle exact de FXR dans la physiopathologie de 

l’athérosclérose n’est pas clarifié à l’heure actuelle. 

 In vitro, l’activation de FXR induit l’apoptose des cellules musculaires lisses (CML) 

(Bishop-Bailey et al., 2004). L’induction de SHP et de la PLTP montrent que FXR est 

fonctionnel dans ces cellules. Dans une autre étude sur des CML d’aorte de rat, le GW 4064 et 

le 6ECDCA inhibent la réponse inflammatoire et la migration des CML. L’activation de FXR 

inhibe l’induction de l’expression de la iNOS et de la cyclooxygénase 2 (COX-2) dépendante 

de l’activation du facteur de transcription pro-inflammatoire NF-χB par l’IL-1. Cet effet 

inhibiteur de la réponse inflammatoire à l’IL-1 passe par la voie SHP induite par FXR (Li et 

al., 2007b). La décorine, un protéoglycan qui compose la matrice extracellulaire est stimulée 

par FXR dans les CML (He et al., 2008). Enfin, l’activation de FXR dans les CML conduit à 
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l’augmentation du récepteur à l’angiotensine II de type 2 (ATR2). ATR2, contrairement à 

ATR1, n’induit pas d’effet vasoconstricteur et proliférateur des CML. L’activation de FXR 

provoque ainsi une diminution de la voie des MAPK ERK quand les CML sont traitées à 

l’angiotensine II, ce qui suggère un amoindrissement des effets hypertenseurs classiques de 

ATR1 (Zhang et al., 2008b).  

 Le tonus vasculaire est régulé par les cellules endothéliales qui sécrètent diverses 

molécules comme l’endothéline 1, vasoconstrictrice et contribuant à la dysfonction 

endothéliale, ou comme le NO, vasodilatateur et qui possède en outre des effets 

athéroprotecteurs. Dans les cellules endothéliales pulmonaires de rat, l’activation de FXR par 

le CDCA réprime l’expression de l’ET-1 (He et al., 2006), alors que dans les cellules 

endothéliales d’aorte bovine, FXR stimule l’expression de la eNOS ainsi que la production de 

NO (Li et al., 2008). FXR augmente l’expression de la MMP9 dans les cellules endothéliales, 

une métalloprotéase qui dégrade la matrice extracellulaire pour permettre la migration des 

cellules endothéliales. Le mécanisme passe par la levée de l’inhibition du gène de la MMP9 

par SHP et permet ainsi la migration des cellules endothéliales in vitro (Das et al., 2006). Des 

études complémentaires ont montré que la voie FXR-MMP9 induit la phosphorylation et 

active FAK (focal adhesion kinase), une protéine indispensable à la motilité des cellules 

endothéliales (Das et al., 2009). Enfin, il a été rapporté que l’activation chronique de FXR 

dans les cellules endothéliales altère la relaxation dépendante de l’endothélium du fait d’une 

perte de sensibilité des CML au NO, ce qui suggère un effet négatif de FXR à long terme sur 

la vasodilatation NO dépendante (Kida et al., 2009). 

 

FXR peut aussi impacter la fonction vasculaire de façon indirecte via son action au 

niveau hépatique. La diméthylarginine asymétrique (ADMA) est un inhibiteur naturel de la 

eNOS. L’ADMA est épurée du plasma par le foie et les reins en empruntant un transporteur 

aux acides aminés cationiques (CAT). L’ADMA est ensuite catabolisée par la 

diméthylarginine diméthylaminohydrolase-1 (DDAH1). In vivo, l’activation de FXR régule 

positivement l’expression de CAT-1 et de la DDAH1 provoquant une baisse des 

concentrations plasmatiques en ADMA chez le rat (Hu et al., 2006) et la souris (Li et al., 

2009). Cette diminution de l’ADMA s’accompagne d’une augmentation de l’activité de la 

eNOS et de la production de NO (Li et al., 2009). Il est également intéressant de constater que 

FXR réprime le gène de l’angiotensinogène dans le foie de souris transgéniques pour le gène 

humain (Shimamoto et al., 2004) alors que le gène codant le kininogène est stimulé chez 
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l’homme (Zhao et al., 2003). Le kininogène intervient à la fois comme activateur dans la voie 

des bradykinines vasodilatatrices et comme inhibiteur de la cascade de coagulation. Au 

contraire, il est montré que FXR stimule aussi le fibrinogène, élément clé de la cascade de 

coagulation (Anisfeld et al., 2005). D’autres effets potentiellement délétères de FXR dans la 

fonction vasculaire et l’athérosclérose sont rapportés, comme la répression de la paraoxonase-

1 (PON1). La PON1 est produite par le foie et circule associée aux HDL et contribue à leurs 

propriétés anti-inflammatoire et athéroprotectrice. La voie mise en jeu implique la production 

intestinale de FGF-15/19 et l’activation via leur récepteur de la voie JNK pour réprimer le 

gène PON1 (Shih et al., 2006).   

 

 

 
 

Tableau IV : Effets de l’activation de FXR sur la fonction vasculaire 

 

 

Plusieurs études ont été réalisées in vivo pour déterminer le rôle de FXR dans 

l’athérosclérose. Bien que les souris invalidées pour FXR développent un profil lipidique pro-

athérogène, aucune trace de développement de cette pathologie n’est retrouvée même chez les 

souris soumises à un régime riche en gras ou en cholestérol (Hanniman et al., 2005;Zhang et 

al., 2006c). Les souris déficientes pour l’ApoE ou pour le LDLR sont des modèles établis 

d’athérosclérose chez cette espèce. De façon intéressante, en croisant des souris déficientes 
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pour FXR et l’ApoE (FXR
-/-

/ApoE
-/-

) nourries avec un régime riche en cholestérol (1.25%), 

les auteurs constatent que ces souris développent plus de lésions athéromateuses et survivent 

moins longtemps (Hanniman et al., 2005). A l’inverse, et de façon surprenante, une autre 

étude utilisant la même approche du modèle doublement invalidé pour FXR et l’apo-E montre 

une diminution des lésions athéromateuses et de la formation de cellules spumeuses (Guo et 

al., 2006). Cet effet athéroprotecteur de la déficience de FXR n’est présent que chez les 

femelles dans cette étude. D’autres travaux ont utilisé le modèle des souris déficientes pour le 

LDLR pour générer des souris doublement déficientes avec FXR (FXR
-/- 

;LDLR
-/-

), là aussi 

nourries avec un régime riche en cholestérol (1.25%) (Zhang et al., 2006c). Les auteurs 

constatent une diminution des lésions d’athérosclérose chez les souris FXR
-/-

;LDLR
-/-

 avec un 

effet uniquement chez les mâles. Les raisons de ces différences entre ces études restent 

inexpliquées. Une fois encore, les résultats sont plus concordants dans les expériences 

utilisant des traitements in vivo avec des agonistes de FXR. Ainsi, 2 études indépendantes ont 

utilisé les modèles de souris déficientes pour l’ApoE (Mencarelli et al., 2009) ou pour le 

LDLR nourries par un régime de type occidental (0.15% cholestérol) (Hartman et al., 2009) 

traitées respectivement avec des agonistes de FXR comme le 6αECDCA ou le WAY-362450. 

Dans les 2 cas, l’activation de FXR réduit les lésions athéromateuses au niveau aortique. 

 

- Rôle de FXR dans l’inflammation et la stéatohépatite 

 

Si l’accumulation de TG dans le foie est l’étape commune aux stéatoses hépatiques 

non alcooliques, le développement d’une inflammation consécutive est l’étape qui conduit 

aux stéatohépatites (NASH). Nous avons vu le rôle crucial de FXR dans le contrôle de la 

lipogenèse de novo,  avec une stéatose marquée chez les souris FXR
-/-

 (Sinal et al., 2000). De 

façon intéressante, FXR contrôle également les voies de signalisation de l’inflammation au 

niveau hépatique. Ainsi, l’expression hépatique de FXR est réprimée dans la phase aigüe de 

l’inflammation induite par injection de LPS chez la souris (Kim et al., 2003). Il est retrouvé 

une diminution de l’expression de FXR in vivo et in vitro suite à l’injection de LPS chez la 

souris (Wang et al., 2008b;Hartman et al., 2009). Des premiers travaux montrent que FXR 

stimule l’expression hépatique des molécules d’adhésion cellulaire ICAM-1 (intracellular 

adhesion molecule-1) et VCAM-1 (vascular cellular  adhesion molecule-1) (Qin et al., 2005) 

qui permettent le recrutement des monocytes. Des travaux plus récents ont montré que FXR 

est un médiateur négatif de l’inflammation. Il est également décrit une diminution de la 
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réponse inflammatoire en réponse au LPS chez les souris traitées au WAY-362450, alors que 

l’activation de FXR in vitro dans des hépatocytes inhibe l’induction de la CRP par l’IL-6 

(Hartman et al., 2009;Zhang et al., 2009). L’activation de FXR dans des hépatocytes humains 

empêche l’induction des gènes tel que la iNOS et COX-2 en réponse à des stimuli pro-

inflammatoires comme le LPS. Ces gènes sont sous la dépendance de NF-χB ; FXR 

antagonise l’action de ce facteur de transcription induit dans la réponse inflammatoire en 

supprimant ses interactions avec l’ADN. L’invalidation de FXR chez la souris exacerbe la 

réponse inflammatoire suite à un traitement au LPS in vitro et in vivo avec une augmentation 

de l’expression de la iNOS, de COX-2, de cytokines pro-inflammatoires et des lésions 

nécrotiques dans la foie. De plus, la surexpression hépatique d’une forme constitutivement 

active de FXR inhibe la réponse au LPS chez les souris sauvages. Il est intéressant de 

constater qu’à l’inverse, l’activation de NF-χB in vitro chez l’homme et la souris bloque la 

régulation de gènes contrôlés par FXR en réponse à ses ligands.  

Afin de préciser le rôle de FXR dans la physiopathologie de la NASH, des souris 

LDLR
-/- 

nourries avec un régime riche en gras ont été utilisées comme fond génétique pour 

voir l’effet de l’invalidation de FXR (Hartman et al., 2009;Kong et al., 2009). Les marqueurs 

de la NASH ont été suivis : stéatose hépatique, lésions hépatocellulaires (ballonisation, corps 

de Mallory), inflammation et fibrose. Les souris LDLR
-/-

 sous régime riche en gras ne 

développent qu’une stéatose sans infiltration de cellules inflammatoires dans le foie. Les 

souris invalidées pour FXR sous régime normal développent une stéatose hépatique et 

l’infiltrat inflammatoire reste modeste. Par contre, les souris invalidées pour FXR et le LDLR 

sous régime gras développent une stéatohépatite sévère attestant du rôle hépatoprotecteur de 

FXR (Hartman et al., 2009;Kong et al., 2009). 

Dans une étude récente, les auteurs utilisent le modèle nutritionnel de régime 

dépourvu en méthionine et en choline pour induire une stéatose chez la souris (Hartman et al., 

2009;Zhang et al., 2009). Un tel régime altère la synthèse et la sécrétion des VLDL-TG et 

bloque la β-oxydation mitochondriale, conduisant à l’accumulation des TG hépatiques. Ces 

souris développent des lésions histologiques caractéristiques de la NASH : stéatose 

macrovésiculaire, inflammation lobulaire et fibrose péricellulaire. De plus, on a une 

augmentation des marqueurs de l’inflammation dans le foie comme MCP-1 et VCAM-1, ainsi 

que dans la circulation sanguine. Un traitement par le WAY-362450 diminue les lésions 

inflammatoires hépatiques et les marqueurs de l’inflammation circulants de façon FXR 

dépendante puisque que ces effets bénéfiques ne sont pas retrouvés chez les souris FXR
-/-

. Ce 

modèle nutritionnel à l’avantage de montrer spécifiquement les effets anti-inflammatoires liés 
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à l’activation de FXR car aucun changement n’est observé sur les TG hépatiques en réponse à 

l’activation de FXR dans ce modèle (Hartman et al., 2009;Zhang et al., 2009). 

Ces données suggèrent un rôle important de FXR dans la prévention de la 

stéatohépatite. FXR agit aussi bien sur l’événement initiateur de la NASH : la stéatose, mais 

également sur l’inflammation consécutive à l’accumulation des TG dans le foie. De par 

l’inflammation qui survient dans la NASH , il existe un risque de progression vers une fibrose 

hépatique, et à plus long terme vers son cortège de complications comme la cirrhose et le 

carcinome hépatocellulaire. Nous allons voir quelles sont les implications de FXR dans ses 

pathologies. 

 

- Rôle de FXR dans la fibrose hépatique 

 

 La fibrose hépatique est un processus qui comprend à la fois une augmentation et une 

désorganisation des dépôts de matrice extracellulaire. L’activation des cellules stellaires 

hépatiques, qui sont la source majeure de matrice extracellulaire, par les processus 

inflammatoires est à l’origine de cette fibrogénèse. Dans les travaux sur les modèles de NASH 

décrits précédemment, l’absence de FXR ou au contraire son activation vont respectivement 

accentuer (Hartman et al., 2009;Kong et al., 2009) ou réduire (Hartman et al., 2009;Zhang et 

al., 2009) la fibrose hépatique. Des travaux ont montré que FXR est exprimé dans les cellules 

stellaires chez l’homme et le rat, et que l’activation de FXR réduit la production de matrice 

extracellulaire par ces cellules. L’activation de FXR prévient et diminue la fibrose hépatique 

chez le rat (Fiorucci et al., 2005a;Fiorucci et al., 2005b). 

 

- Rôle de FXR dans la carcinogenèse 

 

 Deux études indépendantes ont clairement établi un lien entre FXR et le 

développement de tumeurs hépatiques. En effet, vers l’âge de 13-15 mois, les souris 

déficientes pour FXR développent spontanément des tumeurs du foie incluant des adénomes 

hépatocellulaires et des cholangiocarcinomes (Yang et al., 2007). Des résultats similaires sont 

trouvés dans une autre étude, avec une augmentation de l’incidence de lésions hépatiques 

dégénératives et de tumeurs hépatiques chez des souris FXR
-/-

 âgées de 12 mois (Kim et al., 

2007). Le constat est le même au niveau de l’intestin : deux études montrent que la déficience 

pour FXR chez la souris augmente la tumorigenèse intestinale (Modica et al., 2008;Maran et 
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al., 2009). On constate un accroissement de la prolifération des cellules du colon, 

potentiellement secondaire à une augmentation de la régulation de l’expression de gènes du 

cycle cellulaire et de l’inflammation comme la cycline D1 et l’IL-6. Des souris invalidées 

pour FXR traitées avec un carcinogène du colon, l’azoxymethane, ont une augmentation du 

nombre et de la taille des adénocarcinomes dans le colon et le rectum. La perte de FXR 

augmente aussi le nombre de nodules lymphoïdes dans l’intestin (Maran et al., 2009). Ces 

données montrent clairement les effets préventifs de l’action de FXR dans la carcinogenèse 

hépatique et intestinale. 

 

- Rôle de FXR dans la régénération hépatique 

 

 Le foie des rongeurs à une remarquable capacité à régénérer suite à une hépatectomie 

partielle. Huang et collaborateur ont récemment montré que les ABs jouent un rôle dans ce 

processus. Une nourriture enrichie en CA (0.2%) stimule la régénération hépatique chez des 

souris partiellement hépatectomisées, alors qu’un régime contenant de la cholestyramine, 

altère la régénération hépatique (Huang et al., 2006). De façon concordante avec ces données, 

les souris FXR
-/- 

ont une capacité régénérative hépatique diminuée. Les ABs requièrent 

l’induction du facteur de prolifération FoxM1b et de son gène cible cdc25B, et ceci de 

manière FXR dépendante. Les auteurs suggèrent que FXR, et possiblement d’autres 

récepteurs nucléaires, régule la masse et/ou la régénération du foie par un « sensing » des 

quantités de métabolites disponibles comme les ABs. 

 

e) Voies de signalisation des AB alternatives à FXR 

 

 En dehors de FXR, un certain nombre de voies de signalisation des ABs ont été 

identifiées dans le foie. Nous avons déjà vu que les ABs activent la voie JNK suite à la 

production intestinale de FGF-15/19 qui se lie ensuite à son récepteur FGFR-4 au niveau du 

foie. De même, la voie des MAP Kinases ERK 1/2 est également induite dans les hépatocytes 

en réponse aux ABs. Il semble que l’activation de récepteurs de la famille EGF-R (Epidermal 

Growth Factor Receptor) soit le mécanisme responsable l’induction de la voie des MAPK 

(Werneburg et al., 2003;Dent et al., 2005). Outre la régulation de l’expression du LDLR, 

l’activation des MAPK pourrait protéger l’hépatocytes de la toxicité des AB (Qiao et al., 

2001;Qiao et al., 2002). Mais d’autres récepteurs nucléaires sont susceptibles d’être activés 
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par des concentrations élevées d’ABs. Il s’agit des récepteurs VDR (Vitamin D Receptor, 

NR1I1), CAR (Constitutive Androstane Receptor, NR1I3) et PXR (Pregnane X Receptor, 

NR1I2). Le premier intervient dans le métabolisme de la vitamine D et  est activé par la 

1α,25-dihydroxy vitamine D3. CAR et PXR ne possèdent pas de ligand spécifique. Ils sont 

activés par les xénobiotiques dont ils contribuent à la détoxification. La rifampicine est un 

agoniste spécifique de PXR. Ainsi activés dans des situations de toxicité cellulaire induite par 

les ABs, CAR, PXR et VDR stimulent l’expression de la CYP3A4 pour oxyder les ABs, 

stimulent les mécanismes de conjugaison pour les détoxiquer et potentialisent leur excrétion 

cellulaire (pour revue : (Zollner et al., 2006). Enfin, il a été rapporté que les ABs activent la 

kinase Akt dans les hépatocytes. Cette activation se fait par l’induction d’une protéine Gi dont 

le récepteur membranaire n’a pas été identifié (Dent et al., 2005;Fang et al., 2007). 

L’activation de Akt par les ABs mime les effets de l’insuline sur l’activation de la glycogène 

synthase et la répression des gènes de la néoglucogenèse. 

 Accentuant encore le rôle de molécules de signalisation des ABs, l’existence d’un 

récepteur à 7 domaines transmembranaires aux ABs a été démontrée par 2 groupes 

indépendants (Maruyama et al., 2002;Kawamata et al., 2003). Nommé TGR5 ou mBAR, ce 

récepteur membranaire a une plus forte affinité pour les ABs secondaires LCA et DCA. Le 

gène codant TGR5 est fortement exprimé dans la rate, l’intestin, le foie, les reins, le tissu 

adipeux, le muscle squelettique et les leucocytes. Par contre, son expression est faible dans les 

hépatocytes. Les auteurs montrent que l’activation de TGR5 stimule la production d’AMPc et 

active les PKA. En 2006, Watanabe et collaborateurs (Watanabe et al., 2006) ont démontré le 

rôle des ABs et de TGR5 dans le contrôle de la dépense énergétique par le tissu adipeux brun 

chez la souris. En effet, l’addition de CA dans la nourriture augmente la dépense énergétique 

et prévient de l’obésité induite par un régime riche en gras chez les souris sauvages. Cette 

action du CA est indépendante de FXR : l’expression de FXR n’est pas détectée dans le tissu 

adipeux brun. De plus, le traitement des souris avec le GW4064 n’induit pas le réponse 

thermogénique dans le tissu adipeux brun et ne protège pas de la prise de poids induit par le 

régime riche en gras. Cet effet métabolique dépend de l’induction par l’AMPc de l’enzyme 

DIO2 (type 2 iodothyronine deiodinase) qui convertit l’hormone thyroïdienne T4 inactive en 

sa forme T3 active. L’hormone T3 régule la thermogenèse dans le tissu adipeux brun en 

augmentant l’expression de la protéine découplante UCP-1 et ainsi la consommation de 

substrats énergétiques par la mitochondrie. Au contraire des souris, l’homme est 

significativement moins pourvu en tissu adipeux brun. TGR5 et la DIO2 sont par contre bien 
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présents dans le muscle squelettique humain, et l’incubation de myoblastes humains en 

culture avec le CA induit l’activité de la DIO2 (Watanabe et al., 2006). 

 

 

f) Conclusion 

 

 Cette dernière décennie a vu s’élever les ABs du simple rôle de molécules détergentes 

dans l’absorption des lipides par l’intestin à celui de véritables molécules de signalisation. A 

ce jour, de nombreux récepteurs et voies de signalisation sont activés par les ABs au-delà 

même de l’axe entéro-hépatique. Que ce soit via des récepteurs membranaires (TGR5) ou 

nucléaires (FXR mais aussi PXR, CAR et VDR), les ABs régulent de nombreux aspects de la 

physiologie. Mais à de fortes concentrations dans la cellule, les AB deviennent toxiques. Le 

rôle premier de FXR est d’agir comme un senseur intracellulaire aux ABs et de réguler 

l’homéostasie des ABs au niveau du foie et de l’intestin. Aucune mutation de FXR n’a pu être 

associée à une pathologie quelconque chez l’homme. Seuls des polymorphismes de FXR 

induisent une susceptibilité aux troubles du fonctionnement de la vésicule biliaire et à la 

lithogenèse (pour revue : (Zollner et al., 2006). Ceci confirme l’intérêt thérapeutique de FXR 

dans les pathologies de la vésicule biliaire tels que les cholestases ou les lithiases biliaires 

(Moschetta et al., 2004). 

 

 A travers les différents modèles animaux qui ont été utilisés, il apparaît clairement une 

action bénéfique de la stimulation de FXR sur les différents aspects du syndrome métabolique 

et de ses pathologies associées (pour revue : (Cariou and Staels, 2007b). Ainsi FXR régule les 

métabolismes lipidique et glycémique. Non seulement des troubles métaboliques graves 

apparaissent chez les animaux déficients pour FXR, mais la stimulation de FXR dans les 

modèles d’obésité et d’insulinorésistance améliore les profils lipidiques et glycémiques. FXR 

agit principalement au niveau du foie, et sa particularité à diminuer les TG plasmatiques mais 

aussi intra-hépatiques permet de prévenir la stéatose hépatique. Ajouté à cela, nombres de 

données suggèrent un effet anti-inflammatoire de FXR, empêchant ainsi l’évolution de la 

maladie vers la stéatohépatite. L’expression de FXR est détectée dans le tissu adipeux et la 

paroi vasculaire. FXR contrôle la différenciation adipocytaire et sa stimulation diminue les 

taux circulants d’AGL qui sont un lien moléculaire entre l’obésité et l’insulinorésistance. Les 

effets adipocytaires de FXR pourraient ainsi contribuer à son action insulinosensibilisatrice. 
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Dans la paroi vasculaire, FXR est exprimé dans les cellules musculaires lisses et les cellules 

endothéliales. En inhibant la prolifération des CML et en potentialisant la fonction 

endothéliale via la production du NO, FXR semble avoir des effets athéroprotecteurs dans la 

paroi vasculaire. Cependant, les modèles animaux d’athérosclérose ne permettent pas d’établir 

un consensus net sur le rôle de FXR dans l’athérogenèse. 

 Le fait que les ABs soient capables de stimuler potentiellement plusieurs voies de 

signalisation pouvant avoir des effets antagonistes, pourrait expliquer les contradictions 

observées entre les traitements aux ABs in vivo par rapport aux données obtenues in vitro. 

Surtout, l’activation de FXR peut avoir des effets bénéfiques ou délétères dans une même voie 

métabolique. Ainsi, les agonistes de FXR ont clairement un effet favorable sur 

l’hypertriglycéridémie, alors que dans le même temps ils diminuent le HDL-C. Le 

développement de modulateurs sélectifs de FXR (SBARM : Selective Bile Acid-Receptor 

Modulator) permettrait de contourner ce problème (Dussault et al., 2003). Par exemple, la 

guggulstérone est une substance naturelle dérivée extraite de la gomme de Commiphora 

mukul utilisée en médecine traditionnelle indienne, qui agit comme un agoniste partiel de 

FXR (Cui et al., 2003). De manière intéressante, un traitement par la guggulstérone  diminue 

les TG plasmatiques et augmente le HDL-C chez le rat (Cui et al., 2003), validant l’intérêt 

d’une modulation sélective de FXR pour le traitement de la dyslipidémie mixte. Cependant, 

cet effet n’a pas été retrouvé dans une étude randomisée chez des patients 

hypercholestérolémiques (Szapary et al., 2003). Néanmoins, l’identification et le 

développement pharmacologique de tels modulateurs sélectifs de FXR représentent une voie 

de recherche innovante pour le traitement des maladies métaboliques. Récemment, le 

développement de l’agoniste WAY-362450 a donné des résultats intéressants au niveau des 

profils lipidiques chez divers modèles de rongeurs insulinorésistants (Evans et al., 2009). Cet 

agoniste de FXR est actuellement utilisé au cours d’une étude clinique en phase I. 
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II) Proprotéines convertases et PCSK9 

 

1) La famille des proprotéines convertases 

  

a) Structure et classification des proprotéines convertases 

 

 Le génome des mammifères code pour environ 30 000 gènes dont 1,7% appartiennent 

à une des 6 classes de protéases. Les protéases sont des enzymes protéolytiques qui 

interviennent dans un grand nombre de processus de maturation ou de dégradation des 

protéines. Les 6 classes de protéases sont les suivantes : 

 

 Les métallo-protéases 

 Les sérine protéases 

 Les thréonine protéases 

 Les cystéine protéases 

 Les aspartyl protéases 

 Les glutamyl protéases 

  

 Ici, nous ne nous intéresserons qu’à une sous-famille des sérine protéases impliquée 

dans la maturation de protéines sécrétées. Ces protéines sont d’abord synthétisées sous forme 

de précurseurs inactifs et nécessitent un clivage protéolytique afin d’être biologiquement 

actives. C’est le cas d’un grand nombre de facteurs de croissance, hormones, enzymes et 

récepteurs membranaires.  

 Les proprotéines convertases (PC) d’origine mammalienne concernées appartiennent à 

la famille des subtilases et sont au nombre de 9 : les gènes sont nommés PCSK1 à PCSK9 

(proprotein convertase subtilisin kexin) (tableau V). Les 7 premiers membres clivent leurs 

précurseurs spécifiquement au niveau d’acides aminés basiques. Ces PC sont connues sous le 

nom de PC1/3, PC2, furine, PC4, PC5/6 qui existe sous 2 isoformes A et B issus d’un 

épissage alternatif, PACE4 et PC7. Leur motif consensus de clivage est le suivant : (K/R)-

(X)n-(K/R)↓ où n = 0, 2, 4 ou 6 et où X peut être n’importe quel acide aminé excepté la 

cystéine. Ces 7 premières PC sont phylogénétiquement plus proches de la kexine de la levure 

que les 2 dernières PC. En effet, celles-ci clivent leur précurseur au niveau d’acides aminés 
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non basiques. Il s’agit de S1P (site-1 protease), encore appelée SKI-1 (subtilisin kexin 

isozyme-1), plus proche des pyrolysines, et de PCSK9, apparentée aux protéinases K. S1P 

reconnaît spécifiquement le motif consensus (R/K)-X-(L,I,V)-Z↓, où Z peut être n’importe 

quel acide aminé excepté la proline, la cytéine, la glutamine et la valine (Seidah et al., 2008). 

Du fait de la particularité de PCSK9, un chapitre entier lui sera consacré. 

 

 

 

 

Tableau V : Classification et rôle des sérines protéases, d’après (Scamuffa et al., 

2006) 

 

 Toutes ces PC sont initialement synthétisées sous une forme zymogène inactive qui 

requièrt un clivage autocatalytique dans le RE, générant la forme mature de la protéine et un 

segment peptidique correspondant au prodomaine. Le prodomaine reste alors associé à la 

forme mature par des liaisons non covalentes et agit tel un inhibiteur de l’activité enzymatique 

de la protéine. Le complexe prodomaine-PC sort alors du RE vers les compartiments 

 Gènes Protéines Site de clivage Substrats   Fonctions 
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cellulaires où l’activité catalytique est acquise suite à un deuxième autoclivage libérant la 

forme mature du prodomaine inhibiteur. Cette régulation bien orchestrée de la maturation des 

PC leur assure d’être spécifiquement actives dans les compartiments intracellulaires où les 

conditions sont optimales (pH, calcium) pour cliver leur substrat. 

 L’ensemble des PC est organisé de la même manière (figure 24). L’extrémité N-

terminale présente un peptide signal, très conservé entre les PC (préproPC), un prodomaine 

(proPC) et un domaine catalytique composé des 3 acides aminés conservés : acide aspartique, 

histidine et sérine, formant ce que l’on nomme la triade catalytique. Suivant le domaine 

catalytique, les PC PCSK1 à PCSK7 possèdent un domaine P qui sert à stabiliser la poche 

catalytique. Chaque PC contient en sa partie C-terminale une séquence unique servant à leur 

localisation cellulaire (Seidah et al., 2008). 

 Certaines de ces PC sont exprimées de façon ubiquitaire. C’est le cas de la furine, de 

PACE4, PC5/6, PC7, S1P et PCSK9. PC1/3 et PC2 sont exprimées au niveau des tissus 

neuroendocriniens comme les îlots du pancréas, l’hypophyse et différentes régions du 

cerveau. Enfin, PC4 n’est exprimée qu’au niveau des testicules. 

 Quatre PC sont liées aux membranes cellulaires (l’isoforme B de PC5/6, la furine, PC7 

et S1P) alors que les autres membres sont empaquetés dans les granules sécrétoires 

(l’isoforme A de PC5/6, PC1/3, PC2) ou constitutivement sécrétés dans le milieu 

extracellulaire (PC5/6A, PC4, PACE4, PCSK9). Nous allons maintenant voir quelles sont les 

fonctions physiologiques remplies par ces PC et leur implication dans divers aspect du 

métabolisme (Seidah et al., 2008). 

 



 90 

 
 

 

Figure 24 : Structure des proprotéines convertases, d’après (Seidah and Prat, 

2007) 

 

 

b) Rôles fonctionnels des PC 

 

- Modèles animaux transgéniques 

 

 A l’étude des modèles animaux invalidés pour les différentes PC, il apparaît 

clairement que ces protéines jouent un rôle crucial dans le développement embryonnaire. 

Ainsi l’invalidation de plusieurs de ces PC est létale dès le stade embryonnaire. C’est le cas 

des animaux invalidés pour la furine qui meurent d’insuffisance hémodynamique et de défaut 

de fermeture de la cloison ventrale cardiaque (Roebroek et al., 1998). Les invalidations pour 

PC5/6 (Essalmani et al., 2006) et S1P (Mitchell et al., 2001) sont également létales aux stades 

embryonnaires précoces. En l’absence de PACE4, 75% des embryons sont viables, mais 

développent des malformations craniofaciales (Constam and Robertson, 2000). Les souris 
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invalidées pour PC1/3 et PC2 sont viables mais présentent des troubles hormonaux et des 

déficits neuroendocriniens. Pour PC1/3, les souris présentent une hyperproinsulinémie par 

défaut de clivage de la proinsuline et de sévères retards de croissance (Zhu et al., 2002). Dans 

le cas de PC2, les souris ont une déficience en glucagon circulant et également des retards de 

croissance (Furuta et al., 1997). Les souris invalidées pour PC4 se développent normalement 

mais sont stériles (Mbikay et al., 1997). Enfin, il n’y a pas de phénotype apparent suite à la 

délétion de PC7 chez la souris (Constam et al., 1996). 

 

- PC et métabolisme lipidique 

 

 Des travaux récents ont suggéré un rôle potentiel de certaines PC dans le métabolisme 

des lipoprotéines. La lipase endothéliale est un modulateur négatif des HDL. Cette lipase 

hydrolyse les PL des HDL, ce qui induit une diminution de ces particules dans la circulation 

sanguine. Il a été rapporté que la lipase endothéliale est clivée par la furine, PC5/6A et 

PACE4, conduisant à son inactivation in vitro (Jin et al., 2005). Par la suite, les auteurs ont 

montré que ces PC pouvaient indirectement influencer l’activité de la lipase endothéliale en 

clivant et en activant l’ANGPTL3 qui inhibe cette lipase (Jin et al., 2007). In vivo, l’inhibition 

de ces PC dans le foie diminue le HDL-C et altère le retour inverse du cholestérol (Jin et al., 

2007). 

 Le gène PCSK8 codant pour la PC S1P est important dans la régulation du 

métabolisme des acides gras et du cholestérol. Les substrats les plus connus de S1P sont les 

facteurs de transcription de la famille des SREBPs. En l’absence de stérol dans la cellule, S1P 

peut cliver et activer les SREBPs. Ces facteurs de transcription migrent alors dans le noyau 

pour réguler leurs gènes respectifs. SREBP2 est impliqué dans le métabolisme du cholestérol 

et stimule l’expression de la HMGCoA reductase et du LDLR ; SREBP1c est plus impliqué 

dans la synthèse des acides gras et régule positivement les gènes de la lipogenèse. Les souris 

déficientes pour S1P de façon systémique meurent au stade blastocyste (Mitchell et al., 2001). 

La génération de souris invalidées pour S1P de façon conditionnelle dans le foie induit chez 

ces animaux une diminution des taux de synthèse du cholestérol et des acides gras, une 

diminution des niveaux des SREBPs dans le noyau ainsi qu’une réduction de l’ARNm de leur 

gènes cibles. Par rapport aux souris sauvages, ces souris invalidées pour S1P dans le foie ont 

une diminution de 36% du cholestérol plasmatique et de 50% des triglycérides circulants 

(Yang et al., 2001). 
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- Rôle des PC dans le pancréas 

  

 Nous nous intéresserons ici essentiellement à PC1/3 et PC2, codées respectivement par 

les gènes PCSK1 et PCSK2. Ces deux PC sont impliquées dans la maturation de nombre 

d’hormones comme la GnRH (Gonadotrophin releasing hormone) dans l’hypothalamus, la 

proopiomelanocortine (POMC) dans l’hypophyse et les hormones du pancréas endocrine 

(insuline, glucagon). L’analyse immunohistochimique de l’expression de ces PC dans le 

pancréas humain montre leur détection spécifiquement dans les îlots de Langerhans. 

L’analyse comparative de leur niveau d’expression montre une forte expression de PC1/3 

dans les cellules β avec une expression plus faible de PC2. PC2 est bien exprimée dans les 

cellules α, et également dans une moindre mesure dans les cellules δ. La furine est détectée à 

des niveaux d’expression plus faibles dans les îlots mais aussi dans le pancréas exocrine 

(Portela-Gomes et al., 2008). La maturation de la proinsuline dans la cellule β a lieu dans les 

granules de sécrétion d’insuline de manière séquentielle. Un premier clivage est effectué par 

PC1/3 ou PC2 suivi d’un second clivage par une exoprotéase : la CPH (carboxypeptidase H) 

(pour revue : (Goodge and Hutton, 2000). Il existe donc deux voies de maturation de la 

proinsuline. La voie conduite par PC1/3, qui clive entre les résidus arginine 31 et arginine 32 

et qui représente 90% de la maturation totale, et la voie dépendante de PC2 qui clive la 

proinsuline entre la lysine 64 et l’arginine 65 (figure 25). Il s’ensuit un clivage par la CPH 

conduisant à la sécrétion de l’insuline et du peptide C (pour revue : (Goodge et al., 2000). 

PC1/3 et PC2 sont aussi responsables de la maturation de la proamyline dans la cellule β (Hull 

et al., 2004), dont les défauts de maturation et de repliement au cours du stress du RE 

conduisent à la sécrétion d’une forme pro amyloidogénique toxique pour la cellule et 

conduisant à la formation de corps amyloïdes. Dans la cellule α, PC2 est responsable de la 

maturation du proglucagon en glucagon. Il est à noter que les cellules L intestinales 

produisent le GLP1 (glucagon like-peptide 1) à partir de la maturation du proglucagon sous 

l’action protéolytique de PC1/3 (Rouille et al., 1995). Il existe peu de données concernant la 

maturation de la prosomatostatine dans la cellule δ. Les travaux réalisés in vitro suggèrent 

l’implication de PC1/3 et de PC2 dans ces processus de maturation (Brakch et al., 1995). 

 Les souris invalidées pour PC2 sont normales à la naissance mais ont des retards de 

croissance (Furuta et al., 1997). Elles présentent aussi des hypoglycémies à jeun et une 

diminution du glucagon plasmatique. Le processing de la somatostatine est également altéré. 

Les îlots du pancréas ont une hyperplasie marquée des cellules α et δ et une relative 
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diminution des cellules β. Les souris invalidées pour PC1/3 présentent de sévères retards de 

croissance. Elles développent des hyperproinsulinémies sans pour autant avoir des troubles de 

l’homéostasie glucidique (Zhu et al., 2002). Récemment, des travaux ont permis d’associer 

des mutations du gène PCSK1 à l’obésité. Réalisées sur 13000 européens, ces données 

montrent l’association de variations génétiques pour PC1/3 avec le surpoids dans ces 

populations alors que 3 patients obèses sont mutés pour ce gène. PC1/3 régule différentes 

hormones impliquées dans la régulation de la prise alimentaire (insuline, GLP1, POMC).  Ces 

travaux ont permis de découvrir un nouveau gène associé aux obésités monogéniques 

(Benzinou et al., 2008). 

 

 
 

Figure 25 : Clivage de la proinsuline par PC1, PC2 et la CPH, d’après (Goodge 

et al., 2000) 

 

2) PCSK9 : de sa découverte à sa structure cristallographique 

 

a) Découverte de PCSK9 

 

 C’est au tout début des années 2000 que 2 équipes, l’une française et l’autre 

américaine, ont identifié un nouveau locus impliqué dans une forme d’hypercholestérolémie 

familiale dominante indépendante des gènes codant pour le LDLR ou l’apo-B. L’analyse du 

génome de ces familles françaises (Varret et al., 1999) ou originaire de l’Utah (Hunt et al., 

2000) a permis de localiser le locus situé en 1p34.1-p32 comme responsable de cette 3
ème

 

forme d’hypercholestérolémie familiale dominante (FH3). En 2003, les travaux de l’équipe 

française dirigée par Catherine Boileau identifiaient par clonage positionnel le gène 

responsable muté situé sur le locus 1p32 comme étant Narc-1 et rebaptisé PCSK9 (Abifadel et 
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al., 2003). Tout d’abord nommé NARC-1 (neuronal-apoptosis-regulated convertase 1) au 

cours de sa caractérisation en 2003 par l’équipe de Nabil Seidah à Montréal, PCSK9 fut 

identifié par le clonage d’ADNc surexprimés dans des cultures primaires de neurones du 

cervelet en réponse à l’apoptose induite par privation de sérum (Seidah et al., 2003). Ces 

travaux montraient un rôle de PCSK9 dans la neurogenèse puisque sa surexpression stimule la 

différenciation de neurones corticaux embryonnaires chez la souris in vitro. Il est également 

rapporté une augmentation de l’expression de PCSK9 dans le foie au cours de la régénération 

hépatique suite à une hépatectomie partielle chez le rat (Seidah et al., 2003). 

 Par la suite, un certains nombre de mutations et de polymorphismes de PCSK9 furent 

identifiés chez l’homme (pour revue : (Abifadel et al., 2009). Certaines de ces mutations 

conduisent à des hypercholestérolémies, tandis que d’autres sont associées à des 

hypocholestérolémies. Les études réalisées chez la souris permirent d’élucider le lien entre 

PCSK9 et cholestérolémie en établissant le rôle de PCSK9 comme inhibiteur de la voie du 

LDLR. Les souris invalidées pour PCSK9 sont hypocholestérolémiques, ce qui est associé à 

une augmentation de l’expression hépatique du LDLR (Rashid et al., 2005), alors qu’à 

l’inverse la surexpression adénovirale de PCSK9 in vivo induit une hypercholestérolémie et 

une diminution de l’expression hépatique du LDLR (Park et al., 2004;Benjannet et al., 

2004;Maxwell and Breslow, 2004). Ainsi, les mutations de PCSK9 conduisant à une 

hypercholestérolémie sont appelées « gain de fonction » ; celles entraînant une 

hypocholestérolémie « perte de fonction ». Il est établi que les formes 

d’hypercholestérolémies familiales causées par les mutations gain de fonction de PCSK9 

représentent 2 à 3% de l’ensemble des hypercholestérolémies familiales, contre 67% pour le 

LDLR et 14% pour l’Apo-B (figure 26) (pour revue : (Seidah et al., 2007;Varret et al., 2008). 
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Figure 26 : Part des mutations de PCSK9 dans l’hypercholestérolémie familiale 

(FH), d’après (Seidah et al., 2007) 

 

b) Expression et niveaux circulants de PCSK9 
 

 L’analyse de l’expression ARNm de PCSK9 dans divers organes chez le rat montre un 

niveau d’expression plus élevé dans le foie, l’intestin (jéjunum et iléon) et dans une moindre 

mesure les reins, les surrénales et le système nerveux (Seidah et al., 2003). PCSK9 semble 

apparaître très tôt au cours de l’embryogenèse dès le stade E9 dans le foie des embryons de 

souris. Enfin, PCSK9 est une protéine sécrétée (Seidah et al., 2003). 

 PCSK9 est donc une protéine circulante. Chez l’homme, de nombreux tests ELISA ont 

été mis au point pour mesurer sa concentration plasmatique. Les mesures effectuées avec des 

anticorps monoclonaux, dans une première étude sur 72 volontaires (Lagace et al., 2006) et 

dans une autre étude sur 55 donneurs sains (Alborn et al., 2007) donnent des valeurs de 

concentration de l’ordre de 50 à 500 ng/ml et de 11 à 1 150 ng/ml, respectivement. 

L’utilisation d’anticorps polyclonaux réalisée sur une population de 115 diabétiques de 

l’étude FIELD retrouve des valeurs de 100 à 9300 ng/ml (Lambert et al., 2008). Les données 

résultant d’une procédure d’immunoprécipitation suivi d’un western blot donnent des 

concentrations allant de 420 à 13390 ng/ml chez 182 individus normolipidémiques (Mayne et 
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al., 2007). Récemment, les dernières études de mesure de concentration de PCSK9 réalisées 

sur de larges populations multiethniques (3138 individus) rapportent des valeurs de 33 à 2988 

ng/ml, avec des niveaux moyens significativement plus élevés chez la femme (517 ng/ml) que 

chez l’homme (450 ng/ml) (Lakoski et al., 2009).  

 

c) Structure de PCSK9 

 

- PCSK9 : du gène à la protéine 

 

 Le gène de PCSK9 est un gène de 22 kb situé en 1p32, comprenant 12 exons et codant 

pour une protéine de 692 acides aminés (Abifadel et al., 2003). Comme les autres membres de 

la famille des sérines protéases, PCSK9 est composée d’un peptide signal (acide aminé 1 à 

30), suivi d’un prodomaine (31 à 152) et du domaine catalytique (152-451). Contrairement 

aux autres PC, PCSK9 ne possède pas de domaine P requis pour la régulation de l’activité 

protéasique. Sa partie C-terminale consiste en une région atypique enrichie en cystéine et en 

histidine (domaine CHRD) (figure 27). Beaucoup de vertébrés expriment dans leur génome 

un gène homologue au gène pcsk9 humain. On trouve ainsi des équivalents de ce gène chez de 

nombreux mammifères (primates, souris, rats, chiens), le poulet, le lézard, la grenouille et les 

poissons mais également chez les chordées et les mollusques (Cameron et al., 2008a). De 

façon surprenante, les bovins ne semblent exprimer qu’un pseudogène correspondant aux 

exons 8 à 12 de pcsk9 avec en plus un codon stop dans l’exon 10 (Cameron et al., 2008a). 

Chez l’homme, un variant ARNm de PCSK9 a été identifié, issu de l’épissage de l’exon 8 

dans divers organes tels que le foie, l’intestin, les reins, le cerveau ou la prostate. La protéine 

obtenue est délétée de 58 acides aminés dans le domaine catalytique. Ce variant ne subit pas 

de clivage autocatalytique dans le RE et n’est pas sécrété (Schmidt et al., 2008b). 

 

 ProPCSK9 (d’un poids moléculaire de 74 kDa) a une d’activité autocatalytique dans le 

RE, libérant le prodomaine (14 kDa) de la forme mature (60 kDa). Cet autoclivage a lieu au 

niveau du motif VFAQ152↓SIP et est nécessaire à la sécrétion de PCSK9 (Seidah et al., 

2003;Naureckiene et al., 2003;Benjannet et al., 2004) PCSK9 possède en son domaine 

catalytique la triade catalytique canonique caractéristique des sérines protéases composée de 

l’aspartate 186, de l’histidine 226 et de la sérine 386. Le prodomaine s’associe à PCSK9 

mature par des liaisons non covalentes au niveau du domaine catalytique. Ce complexe 
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hétérodimérique reste lié même lors de sa sécrétion. Ainsi, il apparaît que PCSK9 ne subit pas 

de 2
ème

 clivage libérant le prodomaine (Seidah et al., 2003;Naureckiene et al., 2003;Benjannet 

et al., 2004). 

 Lors de son trafficking vers la membrane cellulaire, PCSK9 est soumise à des 

modifications post-traductionnelles. Celles-ci comprennent une glycosylation en N533 

(Seidah et al., 2003;Benjannet et al., 2004), une tyrosine sulfatation sur le résidu Y38 (Seidah 

et al., 2003;Benjannet et al., 2004) et 2 phosphorylations des sérines S47 et S688 (Dewpura et 

al., 2008). Si ces modifications ne semblent pas affecter la sécrétion de PCSK9, leurs 

conséquences fonctionnelles restent mal connues. 

 In vitro, dans certaines conditions de concentration, de pH et de température, PCSK9 

peut former des dimères et des trimères via son domaine catalytique. Quand PCSK9 est 

incubée avec du sérum de souris, il s’associe aux LDL et aux HDL, mais pas aux VLDL. La 

présence de HDL diminue la formation de multimères de PCSK9 (Fan et al., 2008). Là 

encore, la régulation et les conséquences fonctionnelles de la formation de ces multimères de 

PCSK9 restent inconnues. 

 Enfin, PCSK9 est elle-même soumise à clivage par d’autres PC comme la furine et 

PC5/6A. Ces 2 PC clivent PCSK9 en son domaine catalytique au niveau de la séquence 

RFHR218↓, générant une protéine de 53 kDa. Cette régulation est physiologique puisqu’on 

retrouve cette forme de 53 kDa de PCSK9 dans le plasma chez l’homme (Seidah et al., 

2003;Benjannet et al., 2004). 

 

 

 
Figure 27 : Structure primaire de PCSK9 et ses modifications post-

traductionnelles, d’après (Horton et al., 2009) 
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- Structure cristallographique de PCSK9 
 

 Trois groupes indépendants ont établi la structure 3D de PCSK9 et ont permis de 

mettre en avant les particularités de cette PC (Hampton et al., 2007;Piper et al., 

2007;Cunningham et al., 2007). La structure cristallographique du domaine catalytique de 

PCSK9 est identique à celle des autres PC. Elle est composée de 7 feuillets β parallèles 

entourés de 2 hélices α (figure 28A). Contrairement aux autres PC qui clivent après des 

acides aminés basiques, la poche catalytique de PCSK9 est neutre et non négativement 

chargée (Hampton et al., 2007;Piper et al., 2007;Cunningham et al., 2007). Comme attendu, 

l’extension N-terminale du prodomaine se lie de manière non covalente à la poche 

catalytique, empêchant l’accès à d’éventuels substrats de PCSK9 (figure 28B) (Hampton et 

al., 2007;Piper et al., 2007;Cunningham et al., 2007). Le domaine CHRD en C-terminal est 

composé de 3 modules empaquetés contenant 6 feuillets β et dont le repliement forme une 

structure hétéropseudotrimérique qui ressemble fortement aux trimères de la résistine 

(Hampton et al., 2007), une adipokine sécrétée par les adipocytes et les macrophages 

(Steppan and Lazar, 2004) (figure 28C).  
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Figure 28 : Structure cristallographique de PCSK9 (A), imbrication du 

prodomaine dans la poche catalytique (B), superposition du domaine CRHD de 

PCSK9 avec un  homotrimère de résistine (SD : sous domaine) (C) 
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- PCSK9 et activité catalytique 

 
 La question de savoir si PCSK9 peut exercer une activité catalytique autre que son 

propre autoclivage a été longtemps controversée. En théorie, le prodomaine reste lié au 

domaine catalytique de la protéine, agissant comme un peptide inhibiteur de son activité 

(Hampton et al., 2007;Piper et al., 2007;Cunningham et al., 2007). On ne connaît toujours pas 

les conditions physiologiques en mesure de lever cette inhibition. L’activité de PCSK9 a déjà 

été mesurée in vitro par l’intermédiaire d’un test fluorométrique se servant de la séquence 

consensus de PCSK9 comme substrat pour la protéine purifiée (Naureckiene et al., 2003). Le 

principe de ce test est d’ajouter un quencher et un fluorophore à cette petite séquence 

consensus d’acides aminés, qui lorsqu’elle est clivée va émettre une fluorescence détectée par 

un spectromètre. Au laboratoire, un test d’activité a été développé à partir de cette méthode 

(Kourimate et al., 2009). La spécificité de ce test, qui utilise la protéine PCSK9 non purifiée à 

partir du lysat cellulaire ou du milieu de culture, a été validée par l’utilisation d’hépatocytes 

de souris déficientes pour PCSK9 ou d’hépatocytes humains immortalisés sous-exprimant 

PCSK9 (via l’utilisation de siRNA spécifiques). De façon intéressante, la modulation 

pharmacologique de l’expression de PCSK9 ou sa surexpression dans les hépatocytes en 

culture sont étroitement corrélées avec l’activité enzymatique de PCSK9 ainsi mesurée 

(Kourimate et al., 2009). A l’heure actuelle, on ne connaît aucun substrat identifié de PCSK9 

si ce n’est PCSK9 elle-même. 

 

3) PCSK9 et risque cardiovasculaire 

 

a) Les mutations gain de fonction de PCSK9 

 

 C’est donc en 2003 qu’ont été identifiées les 2 premières mutations de PCSK9 

associées à l’HF3 dans des familles françaises. La première de ces mutations gain de fonction, 

la mutation S127R, a lieu dans l’exon 2 correspondant au prodomaine de la protéine. Cette 

mutation est conservée dans 2 familles géographiquement éloignées mais ayant un ancêtre 

commun (Abifadel et al., 2003). La 2
ème

 mutation découverte est la F216L, qui a lieu dans 

l’exon 4 et dont le patient muté est décédé à l’âge de 49 ans d’un infarctus de myocarde 

(Abifadel et al., 2003). Par la suite, 2 autres mutations furent identifiées dans des familles 

françaises, toujours en association avec des hypercholestérolémies : la mutation R218S et la 
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mutation R357H (Allard 2005). Originellement rapportée chez des patients habitants l’Utah 

(Timms et al., 2004), la mutation D374Y a ensuite été trouvée chez des familles norvégiennes 

(Leren, 2004) et anglaise (Sun et al., 2005). Cette mutation est rapportée comme inductrice 

d’hypercholestérolémies particulièrement sévères associées à un risque cardiovasculaire 

élevé. D’autres mutations gain de fonction de PCSK9 ont été découvertes, comme la D129G 

dans des familles néo-zélandaises (Homer et al., 2008), la mutation R215H dans des familles 

norvégiennes (Cameron et al., 2008b) ou la mutation D374H dans des familles portugaises 

(Bourbon and Rato, 2006). Certaines mutations gain de fonction ont même été identifiées 

chez des patients porteurs de mutations du LDLR. Dans ce cas, l’hypercholestérolémie 

observée est sévère et proche de celles occasionnées par les mutations homozygotes du 

LDLR. C’est le cas pour les mutants N425S (Pisciotta et al., 2006) et R496W (Allard et al., 

2005) (figure 29). 

 Le point commun des mutations gain de fonction est que ce sont des mutations faux-

sens qui concernent essentiellement des résidus très conservés entre les espèces. Ainsi les 

effets de ces mutations sur la fonction de PCSK9 sont difficiles à déterminer contrairement 

aux mutations non-sens qui induisent des pertes de fonction. Un chapitre sera consacré aux 

effets des mutations de PCSK9 sur sa fonction dans le métabolisme du cholestérol. 

 Tout comme le gène de l’apo-B, les mutations de PCSK9 peuvent induire soit une 

hyper soit une hypocholestérolémie. Pourtant, si les mutations de PCSK9 sont bien plus rares 

que celles concernant le LDLR ou l’apo-B (plus de 1000 mutations identifiées pour le LDLR 

et 9 pour l’apo-B) (Varret et al., 2008), le nombre important de polymorphismes répartis tout 

le long de la séquence ADN de PCSK9, la fréquence de ces SNP (single nucleotide 

polymorphisms) et leur impact sur le cholestérol sont plus élevés que pour le LDLR et l’apo-

B. On distingue ainsi 53 mutations faux sens identifiées modifiant la séquence protéique de 

PCSK9 pour 17 mutations silencieuses (pour revue : (Abifadel et al., 2009) 
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Figure 29 : PCSK9 et ses différentes mutations,  

d’après (Costet et al., 2008) 
 

b) Les mutations perte de fonction de PCSK9 

 

 Deux ans après la découverte des premières mutations gain de fonction de PCSK9, 

Cohen et collaborateurs découvraient des mutations perte de fonction de PCSK9 associées à 

des taux de LDL-C bas à partir de la cohorte multiethnique de la Dallas Heart Study (Cohen et 

al., 2005). Ces mutations de PCSK9, la C679X dans l’exon 12 et la Y142X dans l’exon 3 qui 

génèrent respectivement une protéine tronquée et une absence de protéine sont fréquentes 

chez les Afro-américains (fréquence combinée de 2%) et rares chez les Américains européens 

(moins de 0,1%). La mutation C679X est également répandues au Zimbabwe et concerne 

3,7% des femmes dans ce pays (Hooper et al., 2007). La Dallas Heart Study a permis 

d’identifier 3 polymorphismes associés à des taux de LDL-C diminués de 3,5 à 30% : les 

variants L253F et A443T chez les individus noirs et R46L chez les blancs (Kotowski et al., 

2006). 

 Une autre mutation perte de fonction qui ségrége avec des concentrations de LCL-C 

faible a été identifiée dans des familles norvégiennes : le mutant G106R (Berge 2006). Enfin, 

d’autres SNP ont été découverts comme les variants T77I, V114A ou 522T en Sicile (Fasano 

et al., 2007) et Q219E, A239D, G452D et S668R au Japon (Miyake et al., 2008) et 

récemment la mutation R434W (Dubuc et al., 2009). 

 De facon beaucoup plus rare, 2 personnes dans le monde ont des mutations perte de 

fonction de PCSK9 sur les 2 allèles. Une femme originaire du Zimbabwe est homozygote 

pour la mutation C769X et possède des taux de LDL-C de 15 mg/dl (Hooper et al., 2007). 
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L’autre femme est une Afro-américaine de 32 ans, hétérozygote composite pour la mutation 

Y142X sur un allèle et l’autre allèle est délété. Apparemment en bonne santé, fertile, et 

normotensive, elle a un taux de LDL-C de 14 mg/dl (Zhao et al., 2006). Des travaux récents 

du laboratoire sur l’identification et la caractérisation d’une mutation perte de fonction de 

PCSK9 à caractère dominant négatif sur la forme sauvage de PCSK9, la mutation 

R104C/V114A, seront détaillés dans la partie annexe. Le porteur de cette mutation sur un 

allèle, le second allèle étant non muté, possède des taux de LDL-C à 16 mg/dl alors que 

PCSK9 se trouve à des niveaux indétectables dans le plasma. 

 

c) PCSK9 corrèle avec le LDL-C et le risque cardiovasculaire 

 

 Les études cliniques des divers mutants gain de fonction de PCSK9 montraient déjà 

une augmentation du risque de maladies cardiovasculaires liées à l’athérosclérose chez 

certains patients porteurs de ces mutations. L’étude du polymorphisme 

hypercholestérolémique E670G qui compte pour 3,5% de la variabilité du LDL-C retrouve 

une augmentation du risque cardiovasculaire  avec un risque de lésions coronaires plus grand 

(Chen et al., 2005;Evans and Beil, 2006), ainsi qu’une augmentation de l’épaisseur intima-

média carotidienne (Norata et al., 2009). Mais surtout, la preuve ultime du rôle prédictif de 

PCSK9 dans l’incidence des maladies cardiovasculaires provient de l’étude des patients ayant 

des mutations perte de fonction de PCSK9. A partir de l’étude ARIC (atherosclerosis risk in 

communities) menée sur 15 ans, il est observé que la mutation perte de fonction R46L 

présente chez 3% des caucasiens induit une baisse du LDL-C de 15% et du risque de maladies 

coronariennes à 15 ans de 46%. Les mutations Y142X et C679X, présentes chez 2% des Afro-

américains diminuent le LDL-C de 28% et le risque de maladie coronarienne de 88% (Cohen 

et al., 2006), démontrant ainsi l’intérêt de développer des inhibiteurs de PCSK9 en 

thérapeutique. 

 Renforçant le lien chez l’homme entre PCSK9 et le métabolisme du LDL-C, il a été 

mis en évidence dans certaines études chez des individus sains une corrélation positive entre 

les concentrations plasmatiques de PCSK9 et celles du LDL-C. (Alborn et al., 2007;Dubuc et 

al., 2009;Lakoski et al., 2009). Cette corrélation n’est retrouvée que chez l’homme dans une 

autre étude (Mayne et al., 2007). Il a été récemment publié que les taux circulants de PCSK9 

sont également positivement corrélés avec d’autres facteurs de risque cardiovasculaires 

comme la triglycéridémie, l’obésité, la glycémie, l’insulinorésistance aussi bien chez l’adulte 
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(Dubuc et al., 2009;Lakoski et al., 2009) que chez l’adolescent et l’enfant (Baass et al., 2009). 

Les concentrations plasmatiques de PCSK9 sont plus élevées chez la femme que chez 

l’homme et augmentent avec l’âge (Dubuc et al., 2009;Lakoski et al., 2009). 

 

4) Rôle de PCSK9 dans le métabolisme lipidique 

 

a) PCSK9 : un inhibiteur post-traductionnel du LDLR 

 

- PCSK9 régule l’expression hépatique du LDLR 

 

 Ce sont les études de surexpression adénovirale de PCSK9 dans le foie de souris qui 

ont initialement permis de préciser le rôle de PCSK9 dans le métabolisme du cholestérol. 

Ainsi, la surexpression hépatique de PCSK9 chez la souris induit une hypercholestérolémie 

associée à une diminution drastique de l’expression protéique du LDLR dans le foie, que se 

soit pour la forme sauvage de PCSK9 (Park et al., 2004;Benjannet et al., 2004;Maxwell et al., 

2004;Lalanne et al., 2005) ou ses mutants gain de fonction (Park et al., 2004;Benjannet et al., 

2004;Maxwell et al., 2004). In vitro, la surexpression de PCSK9 altère également l’expression 

et l’activité du LDLR (Park et al., 2004;Benjannet et al., 2004;Maxwell et al., 2004). Cette 

régulation de PCSK9 sur l’expression du LDLR est post-transcriptionnelle, aucun changement 

dans l’expression ARNm du LDLR n’étant observé (Park et al., 2004;Benjannet et al., 

2004;Maxwell et al., 2004).  

 Confirmant le rôle de PCSK9 sur l’expression du LDLR, la génération de souris 

invalidées pour PCSK9 montre une augmentation de l’expression hépatique du LDLR de 2,8 

fois par rapport aux souris sauvages et une baisse de 48% du cholestérol total (Rashid et al., 

2005). 

 Tous les phénotypes observés (hypo ou hypercholestérolémie) suite aux variations de 

l’expression de PCSK9 sont clairement dépendants de la présence ou non de sa cible : le 

LDLR. La surexpression adénovirale de PCSK9 chez les souris invalidées pour le LDLR ne 

modifie absolument pas les taux de cholestérol plasmatique par rapport au souris LDLR
-/-

 

seules (Park et al., 2004;Benjannet et al., 2004;Maxwell et al., 2004).  

 De même, les souris doublement invalidées PCSK9
-/-

 LDLR
-/-

 possèdent le même 

profil hypercholestérolémique que les souris LDLR
-/-

, prouvant que les effets de PCSK9 sur la 
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cholestérolémie passent uniquement par la modulation de l’expression du LDLR (Zaid et al., 

2008). 

 

- Action intracellulaire et extracellulaire de PCSK9  

 

 La surexpression de PCSK9 dans des hépatomes humains a montré que PCSK9 

stimule la dégradation du LDLR dans des compartiments post-RE (Maxwell et al., 2005). 

Dans cette étude, la surexpression de PCSK9 diminue aussi bien l’expression de la forme 

immature du LDLR intracellulaire que sa forme mature membranaire, suggérant une action 

intracellulaire de PCSK9 (Park et al., 2004;Maxwell et al., 2005). Egalement en faveur d’une 

dégradation intracellulaire du LDLR par PCSK9, la surexpression adénovirale de PCSK9 

chez des souris invalidées pour le gène de l’ARH, qui code cette protéine adaptatrice 

nécessaire à l’internalisation du LDLR, induit toujours une dégradation du LDLR dans ces 

conditions, suggérant que PCSK9 agisse sur le LDLR avant que celui-ci n’atteigne la 

membrane cellulaire (Park et al., 2004;Maxwell et al., 2005).  

 

 En plus de cette action intracellulaire, il existe des données qui attestent d’un rôle de 

PCSK9 sur le LDLR à la surface des cellules. L’ajout de la protéine purifiée (Lagace et al., 

2006) ou d’un milieu de culture contenant PCSK9 (Cameron et al., 2006) suffit à dégrader 

l’expression membranaire du LDLR sur des hépatocytes in vitro. Des études de colocalisation 

de PCSK9 et du LDLR montrent que PCSK9 induit l’acheminement du LDLR vers des 

compartiments du type endosomes tardifs (Lagace et al., 2006). Contrairement à ce qui est 

observé avec les modèles de surexpression de PCSK9, l’effet du PCSK9 extracellulaire est 

dépendant de la présence de la protéine ARH puisque aucune internalisation du LDLR n’est 

observée sur des hépatocytes de souris ARH
-/-

 (Lagace et al., 2006) ou lorsque que ce gène est 

éteint par l’utilisation de RNAi spécifique (Qian et al., 2007). 

  La réalisation de manipulation de parabiose entre des souris transgéniques 

surexprimant le gène humain de PCSK9 et des souris sauvages montre que la protéine PCSK9 

qui circule dans le plasma est capable de complètement abolir l’expression hépatique du 

LDLR chez les souris sauvages receveuses (Lagace et al., 2006). D’autres travaux réalisés in 

vivo ont montré que l’administration de PCSK9 dans la circulation sanguine suffit à dégrader 

l’expression du LDLR dans le foie de souris (Grefhorst et al., 2008;Schmidt et al., 2008a). 

Ces travaux ont d’ailleurs permis de déterminer la durée de la demi-vie de PCSK9 dans le 
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plasma à 5 (Grefhorst et al., 2008;Schmidt et al., 2008a) et 15 minutes (Schmidt et al., 

2008a). Enfin, les études s’intéressant aux moyens d’inhiber l’interaction entre PCSK9 

extracellulaire et le LDLR membranaire (détaillées plus loin dans le chapitre conclusion) 

confirment l’importance de ce mécanisme dans la régulation du LDLR par PCSK9. 

 

 Prises dans leur ensemble, ces données suggèrent que PCSK9 agit aussi bien de façon 

intracellulaire que de façon extracellulaire suivant les conditions expérimentales : 

accumulation de PCSK9 dans la cellule suite à sa surexpression ou dans le milieu 

extracellulaire suite à son ajout. Néanmoins la contribution relative de ces 2 voies dans la 

régulation de l’activité du LDLR reste controversée. L’existence de certaines mutations 

atypiques de PCSK9 alimente encore ce débat. Contrairement à la mutation gain de fonction 

D374Y qui est clivée normalement, le mutant S127R a un défaut de clivage et de maturation 

qui l’empêche d’être sécrété, mais pas de diminuer l’expression du LDLR (Park et al., 

2004;Benjannet et al., 2004). Ceci suggère une action intracellulaire de ce mutant. Ainsi, la 

génération de mutants de PCSK9 portant les 2 mutations S127R et D374Y montre un effet 

additif sur la dégradation du LDLR par rapport à chacune des mutations seules et donc 

l’implication de mécanismes distincts mais complémentaires (Pandit et al., 2008).  

Finalement, des travaux publiés récemment montrent clairement l’existence de ces 2 

voies de régulation du LDLR par PCSK9 dans des hépatocytes en culture. Les chaines légères 

de clathrine sont indispensables aux vésicules de transport entre le réseau trans-golgien et les 

compartiments lysosomaux. L’invalidation des chaines légères de clathrine par siRNA 

perturbe ce système de transport intracellulaire et conduit à une augmentation de l’expression 

du LDLR dans les hépatocytes en culture, mais pas dans les cellules HEK293 qui n’expriment 

pas PCSK9 de façon endogène (Poirier et al., 2009). De plus, l’ajout de PCSK9 dans le milieu 

de culture de ces hépatocytes sous-exprimant les chaines légères de la clathrine induit toujours 

la diminution de l’expression du LDLR, démontrant bien l’existence de 2 voies intra et 

extracellulaire distinctes (Poirier et al., 2009). 

 

- L’activité de PCSK9 n’est pas nécessaire à son action sur le LDLR 

 

 L’activité autocatalytique de PCSK9 est nécessaire à sa maturation et à sa sortie du 

RE. Ainsi, la surexpression de formes catalytiquement inactives n’induit pas la dégradation du 

LDLR in vitro (Park et al., 2004;Maxwell et al., 2005) ou in vivo chez la souris (Park et al., 
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2004;Maxwell et al., 2005). Cependant, en faisant exprimer la forme mature d’un mutant 

perte de fonction artificiel S386A de PCSK9 en trans avec le prodomaine, 2 équipes 

réussissent alors à obtenir la sécrétion in vitro de cette forme catalytiquement inactive de 

PCSK9 (McNutt et al., 2007;Li et al., 2007a). Les résultats obtenus montrent que ce PCSK9 

inactif inhibe l’expression du LDLR avec la même efficacité que la forme sauvage de PCSK9. 

De même, l’injection de cette forme mutée S386A de PCSK9 in vivo chez la souris réduit 

également l’expression hépatique du LDLR (Lagace et al., 2006;Schmidt et al., 2008a). 

 

- Mécanismes d’action de PCSK9 sur le LDLR 

 

PCSK9 : une simple molécule chaperonne ? 

 

 Au vu des  résultats obtenus avec les mutants catalytiquement inactifs, il apparaît que 

PCSK9 agisse essentiellement comme une simple molécule chaperonne pour guider la 

dégradation du LDLR. Il reste donc à déterminer quels sont les mécanismes de cette 

dégradation et dans quels compartiments de la cellule elle s’effectue. Maxwell et 

collaborateurs identifiaient les mécanismes de dégradation du LDLR par PCSK9 dans des 

compartiments post-RE (Maxwell et al., 2005). Dans cette étude, la surexpression de PCSK9 

n’affecte ni la synthèse ni le trafficking du LDLR, et l’inhibition de la voie du protéasome 

n’interfère pas sur la dégradation du LDLR par PCSK9 (Maxwell et al., 2005). Par la suite, la 

localisation intracellulaire de l’interaction entre PCSK9 et le LDLR s’est précisée grâce à 

plusieurs travaux. Ainsi PCSK9 et le LDLR sont colocalisés à la surface des hépatocytes 

(Lagace et al., 2006). Les résultats de co-immunoprécipitation prouvent que PCSK9 se lie au 

domaine extracellulaire du LDLR (Lagace et al., 2006). Le co-marquage immunofluorescent 

de ces protéines montre que PCSK9 et le LDLR sont colocalisés dans les endosomes précoces 

et tardifs et dans les lysosomes (Lagace et al., 2006;Nassoury et al., 2007). L’internalisation 

de PCSK9 dans la cellule est clairement dépendante de la présence du LDLR à la surface 

membranaire (Lagace et al., 2006) et également de l’internalisation du LDLR. Si on bloque 

ces mécanismes d’internalisation par l’utilisation d’hépatocytes primaires de souris 

déficientes en ARH (Lagace et al., 2006) ou en inhibant l’expression de la chaîne lourde de la 

clathrine avec des siRNA (Nassoury et al., 2007), on empêche la dégradation du LDLR. 

Prouvant que l’internalisation du LDLR est nécessaire, l’incubation de fractions 

membranaires comprenant le LDLR avec PCSK9 n’induit pas la dégradation du LDLR (Holla 
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et al., 2007). De même, on prévient de la dégradation du LDLR par PCSK9 en traitant les 

cellules au nocodazole, un inhibiteur du transport intracellulaire le long des microtubules 

(Holla et al., 2007). 

 Enfin, l’inhibition des hydrolases des lysosomes par la chloriquine (Lagace et al., 

2006) ou la chlorure d’ammonium (Nassoury et al., 2007;Holla et al., 2007) inhibe la 

dégradation du LDLR par PCSK9, apportant la preuve que ces vésicules sont bien le lieu de 

dégradation du LDLR. Appuyant ces résultats, les études de liaison de PCSK9 au LDLR par 

résonance plasmonique (Biacore) suggèrent que ces 2 protéines forment un complexe 

hautement stable dans les lysosomes. L’affinité de PCSK9 pour le LDLR est augmentée de 

150 fois à pH endosomal acide par rapport à un pH neutre (plasma) (Fisher et al., 

2007;Cunningham et al., 2007).  

 

Rappel sur le fonctionnement du LDLR 

 

 Le gène du LDLR (situé au locus 19p13.2) code pour une protéine de 839 acides 

aminés d’un poids moléculaire de 120 kDa. Au cours de sa maturation vers la membrane 

plasmique, le LDLR subit une glycosylation aboutissant à la forme mature de la protéine d’un 

poids moléculaire de 160 kDa. A la membrane plasmique, le LDLR est localisé au niveau de 

zones enrichies en clathrine (pour revue : (Jeon and Blacklow, 2005). 

 La partie extracellulaire du LDLR se divise en 3 modules (figure 30A) : 

 L’extrémité N-terminale débute par 7 répétitions contiguës riches en cystéine 

d’environ 40 résidus chacune. Ces répétitions sont nommées LA1 à LA7 (LDLR type 

A repeats) et constituent le domaine de liaison aux lipoprotéines via leur apo-B/E. 

 S’ensuit une région de 400 résidus possédant 35% d’homologie avec l’EGFP 

(epidermal growth factor precursor) qui consiste en 2 sous-domaines EGF-like A et B 

séparé d’un 3
ème

 EGF-C par une série de 6 répétitions de motifs contenant les acides 

aminés YWTD se combinant pour former une hélice β (β-propeller). 

 Immédiatement après la région EGFP se trouve une séquence de 58 acides aminés 

riche en sérine et thréonine, lieu de la O-glycosylation. 

 La partie C-terminale du LDLR continue avec le segment transmembranaire et une 

queue cytoplasmique de 50 acides aminés contenant le motif NPxY nécessaire pour diriger le 

LDLR vers les vésicules recouvertes de clathrine (pour revue : (Jeon et al., 2005). 
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 Suite à la liaison avec son ligand, le LDLR est endocyté avec la lipoprotéine. Au cours 

de l’acidification de l’endosome, le complexe LDLR et lipoprotéine se dissocie. Le LDLR est 

alors redirigé vers la membrane où il est recyclé, la lipoprotéine sera quant à elle dégradée 

dans les lysosomes (figure 30B). 

 Permettant la dissociation du LDLR et de la particule lipoprotéique, l’acidification du 

pH induit un changement conformationnel du LDLR. A pH neutre au niveau de la membrane, 

le LDLR adopte une conformation ouverte linéaire (figure 30C). Suite à la diminution du pH 

dans les endosomes, le LDLR libère la lipoprotéine et se met en conformation fermée. Ce 

processus est contrôlé par la région EGFP et plus particulièrement le domaine à hélice β. On 

constate ainsi un repliement du LDLR, les répétitions LA4 et LA5 rentrant en contact direct 

avec la partie supérieure de l’hélice β. A pH acide, l’hélice β se comporte tel un ligand 

intramoléculaire du domaine de liaison du LDLR (pour revue : (Jeon et al., 2005). 
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Figure 30 : Structure du LDLR (A), internalisation et recyclage du LDLR à la 

membrane (B) et changement de conformation du LDLR avec le pH (C), 

 d’après (Jeon et al., 2005) 
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A 
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PCSK9 se lie au domaine EGF-A du LDLR et empêche son recyclage à la membrane 

 

 En suivant la localisation intracellulaire du LDLR par une technique 

d’immunomarquage suite à l’ajout de PCSK9 purifiée en milieu de culture, Zhang et 

collaborateurs ont démontré que  PCSK9 induit la quasi disparition du LDLR de la surface 

membranaire en 1 heure. Le LDLR est cependant détecté dans les endosomes précoces puis 

tardifs. Deux heures après l’ajout de PCSK9, la totalité du LDLR se trouve dans les 

lysosomes (Zhang et al., 2007). Il apparaît donc que PCSK9 déroute le LDLR vers les 

compartiments lysosomaux où il sera dégradé. Pour cela, la fixation de PCSK9 au LDLR 

empêche son changement conformationnel induit par l’acidification du pH et donc son retour 

vers la membrane (Zhang et al., 2008a) (figure 31A). 

 Pour déterminer quelle partie exacte du LDLR se lie à PCSK9, différentes mutations 

du LDLR ont été exprimées dans des cellules COS-M, elles-mêmes incubées en présence de 

PCSK9 (Zhang et al., 2007). PCSK9 se lie toujours au LDLR quand celui-ci est délété des 

domaines LA1 à LA7. Par contre, PCSK9 ne lie plus le LDLR délété de la région EGFP. 

Seule la délétion du domaine EGF-A empêche la fixation de PCSK9 au LDLR. On constate 

toujours une interaction de PCSK9 avec le LDLR malgré la perte du domaine EGF-B, de 

l’hélice β ou du domaine de glycosylation. L’ablation du domaine EGF-C empêche 

l’adressage du LDLR à la membrane. La liaison entre PCSK9 et le domaine EGF-A du LDLR 

est calcium-dépendant. La mutation du résidu D310 du domaine EGF-A qui coordonne la 

fixation du calcium contrôle la liaison de PCSK9 et l’internalisation du LDLR. De la même 

manière, la chélation des ions calcium par l’EDTA bloque la liaison de PCSK9 au LDLR 

(Zhang et al., 2007). 

 La fixation de PCSK9 au domaine EGF-A a été confirmée dans d’autres études et  

l’analyse cristallographique de la liaison PCSK9-LDLR a été établie (figure 31B) (Kwon et 

al., 2008;Bottomley et al., 2009). PCSK9 se lie au domaine EGF-A au niveau de son domaine 

catalytique, mais le site de liaison reste éloigné de la poche catalytique. La dissociation du 

prodomaine de la forme mature PCSK9 n’est pas indispensable à la liaison. Le prodomaine et 

le domaine CHRD de PCSK9 ne se fixent pas au LDLR. De plus, ces études montrent 

l’importance des interactions entre le résidu D374 de PCSK9 et H306 du LDLR dans 

l’établissement de liaisons hydrogènes (Kwon et al., 2008;Bottomley et al., 2009). 

 Des études de mutations dans les parties de PCSK9 et du LDLR qui n’interagissent 

pas ensemble soulignent leur importance dans le processus de dégradation lysosomal (Zhang 

et al., 2008a). Ainsi les délétions successives d’une ou plusieurs répétitions LA de la partie N-
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terminale du LDLR montre qu’aucune d’entre elles n’est spécifiquement requise pour la 

dégradation lysosomale, mais qu’au moins 3 répétitions doivent toujours être présentes. Dans 

le cas contraire, le LDLR est internalisé dans les endosomes mais ne sera pas dégradé dans les 

lysosomes.  Le constat est le même concernant la délétion de l’hélice β. Ceci montre que la 

simple fixation de PCSK9 au LDLR ne suffit pas à initier sa dégradation dans les lysosomes. 

De même, la partie N-terminale de PCSK9 se fixe au LDLR et provoque son internalisation 

mais pas sa dégradation. Ces résultats suggèrent l’intervention d’un 3
ème

 partenaire, non 

encore identifié, qui serait recruté par le complexe PCSK9-LDLR et qui entraînerait son 

déroutage vers les lysosomes (Zhang et al., 2008a). 
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Figure 31 : PCSK9 interfère avec le recyclage du LDLR (A), d’après (Costet et 

al., 2008) et liaison du domaine EGF-A du LDLR au domaine catalytique de 

PCSK9 (B), d’après (Kwon et al., 2008;Bottomley et al., 2009) 
 

A 
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- Régulation de la liaison PCSK9-LDLR 

 

 Certaines conditions physiologiques, ainsi que certaines protéines ont été identifiées 

comme pouvant influencer la liaison de PCSK9 au LDLR.  

 Dans leur étude sur la formation de multimères de PCSK9, Fan et collaborateurs ont 

montré que les dimères et les trimères de PCSK9 sont plus efficaces que la forme 

monomérique pour stimuler la dégradation du LDLR (Fan et al., 2008). La présence de HDL 

réduit l’association de PCSK9 avec elle-même. Il est intéressant de constater que les 

lipoprotéines influencent d’une autre manière la dégradation du LDLR par PCSK9. In vitro, 

les LDL inhibent la fixation de PCSK9 au LDLR, ce qui est corrélé avec le fait que l’ajout de 

ces particules diminue la dégradation du LDLR par PCSK9, sans qu’elles soient seules 

capables d’influencer l’expression du LDLR (Fisher et al., 2007).  

 Nous avons vu que PCSK9 est soumie à un clivage dans son domaine catalytique par 

la furine et PC5/6A, générant une forme de 53 kDa (Benjannet et al., 2006). La surexpression 

de cette forme de 53 kDa n’influence absolument pas l’expression du LDLR sur des 

hépatocytes en culture. De plus, l’ajout d’inhibiteur de la furine et de PC5/6A dans le milieu 

de culture à des doses croissantes augmente proportionnellement la dégradation du LDLR 

(Benjannet et al., 2006). Ceci montre l’importance de l’inactivation de PCSK9 par les autres 

PC dans la régulation de l’expression du LDLR. 

 Enfin, les travaux de Mayer et collaborateurs ont montré pour la première fois 

l’existence d’un inhibiteur endogène de PCSK9. L’Annexine A2 est exprimée à la face 

extracellulaire des membranes plasmiques et joue un rôle crucial dans l’activation de 

l’activateur tissulaire du plasminogène. L’Annexine A2 est capable de lier PCSK9. Les 

analyses immunohistochimiques montrent que ces 2 molécules colocalisent à la surface des 

membranes cellulaires (Mayer et al., 2008). Les études de mutagenèse indiquent que le 

domaine CHRD de PCSK9 interagit avec l’Annexine A2. La surexpression conjointe de 

PCSK9 et de l’Annexine A2 empêche la dégradation du LDLR, alors que la surexpression 

seule de l’Annexine A2 suffit à augmenter l’expression du LDLR dans les hépatocytes. De 

même, l’ajout de l’Annexine A2 exogène augmente le LDLR et bloque les effets de PCSK9 

purifiée. La sous-expression de l’Annexine A2 via l’utilisation de siRNA provoque une 

diminution de l’expression endogène du LDLR (Mayer et al., 2008). Les auteurs ont identifié 

la séquence de l’Annexine A2 qui se fixe à PCSK9 et suggèrent le développement 

d’inhibiteurs de PCSK9 à partir de cette séquence. 
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- PCSK9 et les autres membres de la famille du LDLR 

 

 La liaison de PCSK9 aux autres membres de la famille du LDLR est débattue. D’après 

Zhang et collaborateur, PCSK9 se fixe exclusivement au LDLR. Le VLDLR à une très forte 

homologie de séquence avec le LDLR, notamment au niveau de leur domaine EGF-A. Dans 

des cellules COS-M, PCSK9 ne se fixe pas au VLDLR. Remplacer le domaine EGF-A du 

LDLR par celui du VLDLR empêche la fixation de PCSK9 au LDLR in vitro. Inversement, si 

on remplace le domaine EGF-A du VDLR par celui du LDLR, PCSK9 peut alors lier le 

VLDLR. Ceci a permis d’identifier le résidu leucine en position 318 dans le domaine EGF-A 

du LDLR et correspondant à l’acide aspartique pour le VLDLR comme étant critique pour la 

liaison entre PCSK9 et le LDLR (Zhang et al., 2007;Lakoski et al., 2009). 

 Néanmoins, Poirier et collaborateurs rapportent que PCSK9 peut induire 

l’internalisation et la dégradation du VLDLR et de l’ApoER (Poirier et al., 2008;Lakoski et 

al., 2009). In vitro, la surexpression ou un traitement des cellules avec de la protéine PCSK9 

recombinante est capable d’entrainer la dégradation de ces 2 récepteurs. Comme pour le 

LDLR, l’activité catalytique de PCSK9 n’est pas requise. Cette régulation du VLDLR et de 

l’ApoER par PCSK9 est indépendante de la présence ou non du LDLR. D’autres travaux 

affirment de manière similaire que PCSK9 induit la dégradation du VLDLR et de l’ApoER 

via leur domaine EGF-A (Shan et al., 2008). 

 

- Effets des mutations de PCSK9 sur sa fonction 

 

 L’analyse de la structure 3D de PCSK9 et la récente compréhension de son mode de 

fixation au LDLR ont permis d’améliorer notre connaissance sur les effets fonctionnels des 

mutations de PCSK9. Ainsi, Horton a établi une classification en 5 catégories des diverses 

mutations de PCSK9 (pour revue : (Horton et al., 2009). On compte les mutations de classe 1 

qui affectent la synthèse même de la protéine, de classe 2 qui altèrent le clivage de 

proPCSK9, de classe 3 pour les mutations qui interfèrent avec le transport de PCSK9 dans le 

RE, de classe 4 pour celles qui modifient la stabilité de la protéine et enfin les mutations de 

classe 5 qui influencent l’affinité de PCSK9 pour le LDLR. 
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 Mutations de classe 1 : seule la mutation non sens Y142X conduit à un ARNm 

instable qui ne produit pas de protéine (Zhao et al., 2006). 

 Mutations de classe 2 : trois mutations ont lieu dans le prodomaine (délétion 97, 

G106R et S127R) et une dans le domaine catalytique (L253F). Ces mutations 

empêchent le clivage et donc la sécrétion de PCSK9. Pourtant, si la majorité sont des 

mutations perte de fonction,  la S127R est une mutation gain de fonction. Cette 

mutation particulière possède également une affinité pour le LDLR augmentée par 5 

(Cunningham et al., 2007) et fait donc partie des mutations de classe 5. 

 Mutations de classe 3 : concerne la mutation perte de fonction C679X, qui est amputée 

de 14 acides aminées. Le mutant est bien clivé mais reste bloqué dans le RE (Zhao et 

al., 2006).  

 Mutations de classe 4 : Benjannet et collaborateurs ont rapporté que la furine et PC5/6 

clivent et inactivent PCSK9. Certains mutants gain de fonction comme la F216L et 

R218S sont moins affectés par ce clivage et donc aurait probablement une demi-vie 

prolongée. A l’inverse, la mutation perte de fonction A443T a une susceptibilité 

augmentée pour ce clivage par la furine et PC5/6 (Benjannet et al., 2006). D’autres 

mutations interviennent sur des modifications post-traductionnelles de PCSK9. Par 

exemple, la mutation perte de fonction R46L bloque la phosphorylation de la sérine en 

position 47 (Dewpura et al., 2008). On trouve également la mutation gain de fonction 

D374Y qui forme plus facilement des multimères que la forme sauvage de PCSK9 

(Fan et al., 2008). 

 Mutations de classe 5 : La mutation D374Y, qui conduit à une hypercholestérolémie 

sévère, augmente l’affinité de PCSK9 pour le LDLR par 28 fois (Cunningham et al., 

2007). Au niveau de l’interface structurel entre PCSK9 et le domaine EGF-A du 

LDLR, le résidu D374 joue un rôle clé pour la reconnaissance du résidu H306 du 

domaine EGF-A. Le remplacement de l’aspartate par une tyrosine ajoute un pont 

hydrogène via le groupement hydroxyle au niveau du résidu C319 du domaine EGF-A 

qui stabilise encore plus la liaison de PCSK9 au LDLR (Bottomley et al., 2009). A la 

même position, la mutation D374H est aussi associée à l’hypercholestérolémie. 
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b) PCSK9 et sécrétion des VLDL 

 

 Très tôt après l’identification de la mutation gain de fonction S127R (Abifadel et al., 

2003), une étude cinétique du métabolisme des lipoprotéines réalisée au laboratoire a été 

menée chez 2 individus porteurs de cette mutation. Bien qu’un défaut du catabolisme des 

LDL fût constaté chez ces patients, il était également observé une augmentation de la 

production des VLDL-apoB d’un facteur 3 par rapport à des individus normaux ou porteurs 

de mutation du LDLR (Ouguerram et al., 2004). In vitro, la surexpression des formes mutées 

S127R et D374Y dans des hépatomes de rat augmente la sécrétion d’apo-B, alors qu’aucun 

changement n’a lieu suite à la surexpression de la forme sauvage de PCSK9 ou de la mutation 

F216L (Sun et al., 2005). Lors de la caractérisation phénotypique des souris invalidées pour 

PCSK9, Rashid et collaborateur rapportent que les hépatocytes primaires de ces souris 

sécrètent moins d’apo-B48 que les hépatocytes de souris sauvages, et ont une tendance non 

significative à la baisse de la sécrétion d’apo-B100 in vitro (Rashid et al., 2005). Alimentant 

toujours le débat, les résultats sur la surexpression adénovirale de PCSK9 sont contradictoires 

in vivo puisqu’aucun changement sur la synthèse des VLDL n’est observé (Lalanne et al., 

2005), sauf lorsqu’on se place dans des conditions particulières. En effet, c’est suite à un 

jeûne prolongé de 24h chez la souris que l’on constate que la surexpression de PCSK9 induit 

une hypertriglycéridémie massive associé à une augmentation de la synthèse des VLDL-apoB 

in vivo chez la souris (Lambert et al., 2006). Nous verrons dans le chapitre consacré à la 

régulation de l’expression de PCSK9 que cette protéine est réprimée pendant le jeûne. Ainsi la 

surexpression de PCSK9 dans cet état physiologique induit des effets marqués sur la 

triglycéridémie. Le fait que la surexpression de PCSK9 dans ces conditions chez les souris 

invalidées pour le LDLR n’induit pas de changement de sécrétion des VLDL par rapport aux 

souris LDLR
-/-

 atteste que cette hypertriglycéridémie est dépendante de la voie du LDLR dans 

ce phénomène. Ceci corrèle avec l’hypothèse émise par Twisk et collaborateurs selon laquelle 

le LDLR joue sur la sécrétion des VLDL en intervenant dans leur recapture précoce (Twisk et 

al., 2000). Enfin, des travaux menés au laboratoire sur le rôle de PCSK9 dans l’intestin 

montrent que les souris invalidées pour PCSK9 ont une lipémie postprandiale réduite de façon 

drastique par rapport aux souris sauvages suite à un gavage à l’huile d’olive (Le May C. et al., 

2009). Ces données seront détaillées plus loin. 

 Jusqu'à présent, aucune étude clinique ne faisait état de corrélation entre les taux 

circulants de PCSK9 et la triglycéridémie. De même, les TG plasmatiques ne sont pas 
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modifiés chez les souris invalidées pour PCSK9. Dernièrement, les études cliniques menées 

par les laboratoire d’Hélène Hobbs (Lakoski et al., 2009) et de Nabil Seidah (Dubuc et al., 

2009) attestent d’une corrélation positive entre les TG plasmatiques et les niveaux circulants 

de PCSK9. 

 

c) Rôle hépatique et extrahépatique de PCSK9 

 

- Rôle du PCSK9 hépatique 

 

 Le foie et l’intestin sont les organes majeurs exprimant PCSK9. Afin de déterminer le 

rôle relatif du foie dans sa contribution à la sécrétion de PCSK9 circulant, Zaid et 

collaborateur ont généré des souris invalidées pour PCSK9 spécifiquement dans le foie (Zaid 

et al., 2008). Alors que PCSK9 est détectée dans le plasma des souris sauvages par 

immunoprécipitation, aucun signal n’est obtenu chez les souris invalidées pour PCSK9 dans 

le foie. Ceci suggère que le foie est l’organe principal de sécrétion de PCSK9 chez la souris. 

Les souris invalidées pour PCSK9 de façon globale ou spécifiquement dans le foie montrent 

une diminution de la cholestérolémie de 42% et de 27%, respectivement. Ainsi le foie 

intervient pour 2/3 dans le phénotype hypocholestérolémiant des souris déficientes pour 

PCSK9, laissant entendre un rôle possible des tissus extra-hépatiques dans la régulation de la 

cholestérolémie par PCSK9. 

 Une équipe a créé un modèle de souris surexprimant la forme humaine de PCSK9 

uniquement dans les reins. Une forte augmentation de PCSK9 dans le plasma est détectée, 

associée à une hypercholestérolémie chez les souris et une quasi-disparition du LDLR au 

niveau de foie (Luo et al., 2008). Ces travaux apportent la preuve que le transgène de PCSK9 

peut être sécrété par d’autres organes que le foie. En revanche, il n’existe pas de preuve que 

cette sécrétion puisse être relevante dans les conditions physiologiques. 

 

- Effet de PCSK9 circulant sur les organes extrahépatiques 

 

 Chez la souris, l’injection intraveineuse d’une dose de PCSK9 de 100 μg réduit au 

bout de 2h l’expression du LDLR de 91% dans le foie, mais également dans les poumons      

(-64%), le tissu adipeux (-63%) et les reins (-51%). De façon surprenante, aucun changement 

d’expression du LDLR n’est observé dans le cerveau (Schmidt et al., 2008a). Ces résultats 
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sont également retrouvés dans des conditions de surexpression adénovirale de PCSK9 chez la 

souris. Les surrénales sont les organes qui expriment le plus la forme protéique du LDLR par 

rapport à la quantité de tissu. Dans une étude où la perfusion de PCSK9 à 32 μg/h réduit 

l’expression hépatique du LDLR de 90% en 2h chez la souris, il est intéressant de ne constater 

aucun changement d’expression du LDLR dans les surrénales (Luo et al., 2008;Grefhorst et 

al., 2008). Ces résultats laissent à penser que PCSK9 n’agit pas de la même façon sur tous les 

organes, et renforcent l’hypothèse d’un 3
ème

 partenaire nécessaire à la dégradation du LDLR 

par PCSK9. 

 

- Rôle de PCSK9 dans l’intestin et la période post-prandiale 

 

 Ces travaux menés au laboratoire par Cédric Le May ont caractérisé pour la première 

fois la localisation intestinale de l’expression de PCSK9 et son action sur la lipémie post-

prandiale. 

 L’ARNm de PCSK9 est fortement exprimé tout le long du tractus gastro-intestinal, de 

l’intestin proximal au colon sans changement relatif dans son expression. L’analyse 

immunohistochimique de coupe d’intestin humain montre l’expression exclusive de PCSK9 

au niveau de la barrière intestinale. Dans les cellules coliques CaCo2, PCSK9 est surtout 

localisée au pole apical. PCSK9 est fonctionnelle dans l’intestin : l’expression protéique du 

LDLR est augmentée de 620% dans l’intestin des souris PCSK9
-/-

. Suite à un gavage à l’huile 

d’olive, la triglycéridémie augmente de 200% en 2h chez les souris sauvages. Chez les souris 

PCSK9
-/-

, la triglycéridémie n’augmente que légèrement (Le May C. et al., 2009). Ces effets 

surprenants sur la lipémie postprandiale ne pas sont pas la conséquence d’une malabsorption 

intestinale ou d’un défaut de la motilité intestinale chez les souris PCSK9
-/-

. Le dosage des TG 

directement sécrétés par l’intestin dans la lymphe suite à la canulation du canal lymphatique 

ne montre aucune différence entre souris sauvages et PCSK9
-/-

 après gavage. Par contre, il est 

découvert une diminution de la quantité d’apo-B dans la lymphe des souris PCSK9
-/-

 . Ceci est 

également retrouvé in vitro où la surexpression adénovirale de PCSK9 dans les CaCo2 

augmente la sécrétion d’apo-B, alors qu’à l’inverse son invalidation par des siRNA la 

diminue. L’analyse de la taille des chylomicrons sécrétés par les souris montre une 

augmentation de 10% de leur diamètre chez les souris PCSK9
-/-

 par rapport aux souris 

sauvages (Le May C. et al., 2009) . 
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 Ainsi, les souris PCSK9
-/-

 sécrètent moins de chylomicrons, mais de plus grande taille 

et plus riches en TG. Le marquage à l’iode 125 de ces particules montre qu’elles sont plus 

facilement catabolisées quand elles sont ré-injectées in vivo chez des souris sauvages. De plus, 

les souris PCSK9
-/-

 arrivent à éliminer plus rapidement les chylomicrons de souris sauvages, 

peut-être en rapport avec l’augmentation de l’expression hépatique du LDLR. Ces résultats 

sont importants car l’hyperlipididémie post-prandiale est un facteur de risque cardiovasculaire 

indépendant (Taskinen, 2003). Ainsi, la diminution du risque cardiovasculaire de 88% 

observé chez les individus porteurs de mutation perte de fonction pourrait être consécutive à 

ce mécanisme en plus de la seule baisse du LDL-C. La caractérisation phénotypique de souris 

spécifiquement invalidées pour PCSK9 au niveau de l’intestin permettra de mieux préciser 

son rôle et sa fonction dans cet organe. 

 

d) Régulation de l’expression de PCSK9 

 

 Si PCSK9 est bel et bien un modulateur du métabolisme du cholestérol, il fut très 

rapidement rapporté que son expression est elle-même régulée par le cholestérol (figure 32). 

Cette modulation de PCSK9 est sous le contrôle des facteurs de transcription SREBP1a et 

SREBP2 qui stimulent l’expression des gènes du métabolisme du cholestérol, comme le 

LDLR. Ainsi, l’expression ARNm de PCSK9 est diminuée dans le foie des souris nourries 

avec un régime riche en cholestérol (Maxwell et al., 2003;Jeong et al., 2008). Cette régulation 

de PCSK9 est clairement sous la dépendance des SREBPs puisque son expression est 

augmentée chez les souris surexprimant SREBP1a ou SREBP2 (Maxwell et al., 2003;Horton 

et al., 2003), et diminuée quand ces facteurs de transcription sont inactivés (Horton et al., 

2003). Donc, de façon apparemment contradictoire, PCSK9 est régulée de la même manière 

que le LDLR. Et tout comme le LDLR, l’expression de PCSK9 est augmentée par les statines 

et la déplétion en cholestérol in vitro chez l’homme (Dubuc et al., 2004). Ces résultats sont 

confirmés chez le rat où l’inhibition de la squalène synthase par l’acide zaragozique, qui est 

une enzyme intervenant dans la biosynthèse du cholestérol, augmente l’expression hépatique 

de PCSK9 (Bedi et al., 2008). Chez l’homme, les traitements avec les statines sont associés à 

une augmentation plasmatique de PCSK9. C’est notamment le cas pour l’atorvastatine 

(Mayne et al., 2008;Careskey et al., 2008;Dubuc et al., 2009;Lakoski et al., 2009).  

 L’expression de PCSK9 est également influencée par le statut nutritionnel (Costet et 

al., 2006). Chez la souris, un jeûne de 24h diminue l’expression hépatique de PCSK9 de 70% 
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alors qu’elle est restaurée suite à une ré-alimentation riche en hydrates de carbone. L’insuline 

augmente l’expression hépatique de PCSK9 in vitro et in vivo chez la souris durant un clamp 

hyperinsulinémique-euglycémique. Cet effet de l’insuline est dépendant de l’activation de 

SREBP1c, comme cela a été confirmé par l’utilisation de dominants positifs ou négatifs de ce 

facteur de transcription. SREBP1c conduit également les effets du récepteur nucléaire LXR 

sur l’induction de PCSK9 quand celui-ci est activé par son agoniste le T0901317. Ainsi 

PCSK9 est induit par les 3 SREBPs, l’élément de réponse commun SRE à ces facteurs de 

transcription a été identifié au niveau du promoteur du gène à 336 paires de base à partir du 

codon initiateur de la transcription (Costet et al., 2006). 

 Au cours du jeûne, le récepteur nucléaire PPARα est activé par les acides gras qui sont 

ses ligands naturels. Sanae Kourimate au laboratoire a d’abord montré qu’un traitement au 

fénofibrate, un agoniste synthétique de PPARα, réprime l’expression hépatique de PCSK9 

chez la souris. Cette répression par le fénofibrate est dépendante de PPARα car elle n’est pas 

retrouvée chez les souris invalidées pour PPARα (Lambert et al., 2006). Ces travaux ont été 

approfondis et montrent que divers agonistes de PPARα comme le fénofibrate, le clofibrate, le 

gemfibrozil et le Wy14643 répriment l’expression de PCSK9 dans des hépatocytes humains 

immortalisés. De plus, un traitement au fénofibrate bloque l’induction de PCSK9 par le 

T091317 et par les statines, potentialisant ainsi l’effet des statines sur l’activité du LDLR in 

vitro (Kourimate et al., 2008). De manière intéressante, ces travaux montrent que PPARα 

induit également l’expression de 2 autres PC : le furine et PC5/6, qui ont été préalablement 

identifiées comme pouvant cliver et inactiver PCSK9 (Kourimate et al., 2008). Cette 

répression de PCSK9 par les fibrates est retrouvée chez l’homme dans une cohorte de 115 

patients diabétiques qui montre une diminution des niveaux circulants de PCSK9 et du LDL-

C suite à un traitement au fénofibrate (Mayne et al., 2008;Lambert et al., 2008). 

 

 D’autres hormones et agents pharmacologiques interviennent dans la régulation de 

PCSK9. Le glucagon et l’ethinylestradiol, un dérivé de l’oestradiol, répriment tous 2 

l’expression hépatique de PCSK9 chez le rat et augmentent l’expression protéique du LDLR 

(Persson et al., 2009). La berbérine, une plante reconnue pour ses vertus 

hypocholestérolémiantes, réprime aussi l’expression de PCSK9 dans des hépatomes humains 

et prévient l’induction de PCSK9 par les statines (Cameron et al., 2008c). Inversement, un 

traitement à l’hormone de croissance chez le rat induit l’expression ARNm de PCSK9 et du 
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LDLR dans le foie (Galman et al., 2007). Dans ces dernières études, les mécanismes 

moléculaires de régulation ne sont pas élucidés. 

 

 L’expression de PCSK9 a également été explorée dans divers états pathologiques in 

vivo : chez le rat, l’induction d’un diabète insulinopénique consécutif à un traitement à la 

streptozotocine réduit l’ARNm de PCSK9 et du LDLR dans le foie sans modifier l’expression 

protéique de ce dernier (Niesen et al., 2008). Chez la souris, l’induction d’une inflammation 

suite à l’injection de LPS (lipopolysaccharide) provoque une augmentation de l’expression 

hépatique de PCSK9, associée à une diminution de la forme protéique du LDLR sans 

qu’aucun changement ne soit rapporté sur l’ARNm du LDLR (Feingold et al., 2008).   

 

  

 

 
 

Figure 32 : Régulation transcriptionnelle de PCSK9 
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5) Autres rôles de PCSK9 

 

a) PCSK9 et régénération hépatique 

  

 Les données initiales sur PCSK9 montraient que cette protéine était surexprimée dans 

les foies de rats partiellement hépatectomisés (Seidah et al., 2003). Ces résultats sont 

confirmés dans une étude plus récente chez la souris (Zaid et al., 2008). Dans cette étude, les 

auteurs apportent la preuve d’un rôle crucial de PCSK9 dans la régénération hépatique. Les 

souris invalidées pour PCSK9 et ayant subit une hépatectomie partielle survivent moins bien à 

cette opération que les souris sauvages. Les survivantes sont faibles et leur foie présente des 

signes de régénération retardée, avec par contre l’apparition de lésions nécrotiques. 

 

b) PCSK9 et infection virale et parasitaire 

 

 Il est bien connu que le virus de l’hépatite C utilise des récepteurs membranaires pour 

s’introduire et proliférer dans le foie. Ces récepteurs comprennent, entre-autres, le LDLR mais 

aussi CD81. Dans cette étude tout a fait originale, Labonté et collaborateurs décrivent 

comment PCSK9 protège les hépatocytes de l’infection par le virus de l’hépatite C (VHC). De 

plus, ils identifient un nouveau récepteur membranaire dégradé par PCSK9 après le VLDLR 

et l’ApoER : CD81 (Labonte et al., 2009). En effet, la surexpression de PCSK9 dans des 

hépatomes humains réduit l’expression protéique de CD81, alors que son expression à la 

surface des hépatocytes est augmentée dans le foie de souris PCSK9
-/-

. Cette régulation de 

CD81 est complètement indépendante de la présence ou non du LDLR à la membrane 

cellulaire. Ainsi, la surexpression de PCSK9 dans des hépatomes humains ou le traitement 

préalable de ces cellules par PCSK9 purifiée protège de l’infection par le VHC (Labonte et 

al., 2009).  

 La prévalence des mutations perte de fonction de PCSK9 dans les populations 

originaires d’Afrique (Cohen et al., 2005;Hooper et al., 2007) suggère une sélection positive 

de l’évolution par rapport à leur environnement. Les mutations conduisant à des 

hypocholestérolémies ont possiblement donné un avantage aux porteurs de ces mutations 

vivant dans des régions propices aux infections parasitaires, en particulier le paludisme causé 

par l’infection du Plasmodium falciparum. En effet, ces parasites se nourrissent du cholestérol 

circulant de l’hôte, nécessaire à leur survie et reproduction. Ainsi, privant les parasites de 
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cholestérol, les porteurs des mutations pertes de fonctions seraient protégés des infections 

parasitaires, ce qui expliquerait la grande fréquence et la restriction raciale des mutations 

hypocholestérolémiantes de PCSK9 chez  les populations originaires d’Afrique (Mbikay et 

al., 2007). 

 

c) PCSK9 et maladie d’Alzheimer 

 

 Dans les neurones, BACE1 (β-site amyloid precursor protein APP-cleaving enzyme 1) 

est la protéase qui initie le clivage de l’APP pour produire l’amyloïde β (Aβ). La maladie 

neurodégénérative d’Alzheimer est fortement associée à l’accumulation de cette forme 

protéique Aβ, particulièrement hydrophobe, qui s’agrège et forme des dépôts amyloïdes 

neurotoxiques dans le cerveau des patients (Stockley and O'Neill, 2008). Une équipe a 

démontré que BACE1 est une protéine acétylée au cours de sa maturation post-RE, et que 

seule cette forme acétylée atteint la membrane cellulaire. La forme non acétylée est dégradée 

par un mécanisme intracellulaire (Costantini et al., 2007). Ces auteurs ont démontré que 

PCSK9 pourrait être responsable de la dégradation de cette forme non acétylée de BACE1. 

Dans un premier temps, la surexpression de PCSK9 dans des neurogliomes H4 induit une 

diminution de l’expression des formes immatures et matures de BACE1. La dégradation de la 

forme immature de BACE1 suggère un mécanisme d’action intracellulaire de PCSK9 (Jonas 

et al., 2008). La sous-expression de PCSK9 dans ce modèle de culture induit d’avantage 

l’expression de la forme non acétylée de BACE1 que de sa forme acétylée, allant dans le sens 

d’une prise en charge intracellulaire de BACE1 par PCSK9. De plus, le traitement de ces 

cellules par la forme sauvage ou catalytiquement inactive de PCSK9 conduit à la dégradation 

de BACE1. Ainsi, tout comme le LDLR, PCSK9 induit la dégradation de BACE1 de façon 

intra et extracellulaire, sans avoir recours à son activité catalytique. D’un point de vue 

physiologique, les souris invalidées pour PCSK9 présentent plus de protéines BACE1 dans le 

néocortex et une plus grande quantité d’Aβ (Jonas et al., 2008). 

 Enfin, les auteurs démontrent que le LDLR est une protéine acétylée, émettant 

l’hypothèse que PCSK9 pourrait prendre en charge la dégradation des protéines non acétylées 

dans les compartiments post-RE (Jonas et al., 2008).  
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6) Conclusion : quelles perspectives thérapeutique pour la cible PCSK9  

 

 Nous avons vu que PCSK9, un inhibiteur naturel du LDLR, provoque une 

hypercholestérolémie familiale et une augmentation du risque cardiovasculaire chez l’homme 

quand il est muté gain de fonction. A l’inverse, les mutations perte de fonction diminuent le 

LDL-C plasmatique et surtout protègent durablement et profondément des maladies 

cardiovasculaires. Ainsi, l’inhibition de PCSK9 apparaît être une cible thérapeutique majeure 

dans la prise en charge des hypercholestérolémies et de leurs complications cardiovasculaires. 

Le développement de tels inhibiteurs serait une arme efficace en association avec les statines, 

car non seulement les statines induisent le LDLR, mais également PCSK9 (Dubuc et al., 

2004). Cette augmentation de PCSK9 sous l’effet de statines est retrouvée chez l’homme 

(Mayne et al., 2008;Careskey et al., 2008;Dubuc et al., 2009;Lakoski et al., 2009), et 

plusieurs données suggèrent que PCSK9 est un frein à l’action des statines. Tout d’abord, 

certaines mutations gain de fonction de PCSK9 comme le D374Y induisent des 

hypercholestérolémies qui résistent aux traitements par statines (Naoumova et al., 2005). 

Ensuite, des patients hypercholestérolémiques mutés sur le LDLR et hyper-répondeurs par 

statines se sont avérés être porteurs de mutations perte de fonction de PCSK9 (Berge et al., 

2006). Ceci est également démontré expérimentalement puisque les souris invalidées pour 

PCSK9 sont plus sensibles aux traitements par statines que les souris sauvages (Rashid et al., 

2005). Cet effet de frein de PCSK9 à l’action des statines pourrait expliquer pourquoi le 

doublement d’une dose de statine ne réduit plus le LDL-C que de 6% supplémentaire (Jones, 

2003). Des données obtenues in vitro sur des modèles d’hépatocytes attestent également que 

l’inhibition pharmacologique de PCSK9 potentialise l’effet des statines sur l’activité du 

LDLR (Kourimate et al., 2008). Différents moyens peuvent potentiellement mener à 

l’inhibition de l’action de PCSK9 sur le LDLR. Bien que l’activité de PCSK9 ne soit pas 

nécessaire à sa fixation et à son inhibition du LDLR, le développement de bloqueurs de 

l’activité autocatalytique de PCSK9 délivrés à l’intérieur de la cellule empêcherait sa 

maturation et sa sécrétion. Inhiber l’expression de PCSK9 est une autre piste. 

L’administration d’oligonucléotides antisens chez la souris nourrie par un régime riche en 

graisses a donné des résultats prometteurs, avec une baisse du cholestérol total et du LDL-C 

de 53% et 38% au bout de 6 semaines (Graham et al., 2007). Ces résultats furent confirmés 

chez le singe suite à l’administration de siRNA anti-PCSK9 (Frank-Kamenetsky et al., 2008). 

Enfin, une dernière piste serait la mise au point de petits peptides inhibant la liaison de 
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PCSK9 sécrétée au domaine extracellulaire du LDLR. Il est montré que l’ajout du domaine 

EGF-A du LDLR au milieu de culture d’hépatomes traités par de la PCSK9 recombinante 

empêche la dégradation du LDLR et restaure son activité (Shan et al., 2008). La forme mutée 

H306Y du LDLR est associée à l’hypercholestérolémie familiale. Cette mutation du LDLR 

augmente son affinité pour PCSK9. Là aussi, l’ajout de fragment du LDLR H306Y à des 

hépatomes surexprimant PCSK9 empêche la liaison de ce dernier à la forme mature du LDLR 

à la surface membranaire et restaure ainsi son expression (McNutt et al., 2009). Enfin, le 

développement d’anticorps reconnaissant la partie de PCSK9 se liant au LDLR résulte en une 

augmentation de l’expression du LDLR in vitro mais également in vivo chez la souris avec 

une diminution du LDL-C de 36% chez cet animal et de 80% chez le singe (Chan et al., 

2009). Le fait que des individus porteurs de mutations perte de fonction de PCSK9 vivent 

depuis leur naissance avec des taux bas de LDL-C, voire très bas pour les rares individus 

homozygotes, renforce l’idée de traitements hypocholestérolémiants administrés de façon 

précoce pour protéger des maladies cardiovasculaires. Néanmoins, on ne connaît toujours pas 

la fonction exacte de PCSK9 dans l’organisme. Pourquoi l’évolution aurait-elle conservée le 

système d’une protéine synthétisée lors de la déplétion en cholestérol alors que son seul but 

connu est d’empêcher l’entrée du cholestérol dans la cellule ? Une hypothèse serait que 

PCSK9, agissant essentiellement au niveau du foie, empêche la recapture des lipoprotéines à 

apo-B synthétisées par le foie par le LDLR hépatique afin de favoriser l’approvisionnement 

des tissus périphériques en lipides. Notre laboratoire s’est intéressé à d’autres rôles de PCSK9 

dans le métabolisme des lipides, notamment en explorant son rôle dans l’intestin ou encore sa 

fonction dans la dyslipidémie associée à l’insulinorésistance (données non publiées).  

 Au cours de ma thèse, je me suis intéressé plus particulièrement aux interactions entre 

PCSK9 et le métabolisme du cholestérol de plusieurs façons. Les acides biliaires sont la seule 

voie de sortie du cholestérol de l’organisme. A l’heure actuelle, on reconnaît clairement la 

fonction intégrative de ces molécules dans le métabolisme des lipides mais aussi des glucides. 

C’est donc naturellement que nous nous sommes posés la question de savoir si les ABs 

pouvaient réguler l’expression de PCSK9 étant donné leurs profils d’expression similaires 

dans l’organisme. Puis des données récentes ont démontré l’implication du cholestérol dans la 

dysfonction de la cellule β et le diabète. Aucune donnée préalable ne démontre une 

quelconque implication de PCSK9 dans le pancréas et la sécrétion d’insuline. Néanmoins, le 

développement d’inhibiteurs de PCSK9 capables de modifier l’expression du LDLR dans les 

tissus et donc l’entrée du cholestérol dans les cellules nous a poussé à explorer un éventuel 

rôle dans ce domaine. 
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I) Etude de la régulation de PCSK9 par FXR et les acides biliaires 

 

1) Introduction 

 

Le gène pcsk9 code pour une proprotéine convertase impliquée dans le métabolisme 

du cholestérol. PCSK9 est sécrétée dans la circulation sanguine par le foie et agit tel un 

inhibiteur naturel de l’expression du LDLR (pour revue : (Costet et al., 2008). Chez l’homme, 

les mutations gain de fonction de PCSK9 provoquent une hypercholestérolémie et 

l’augmentation du risque de maladies cardiovasculaires liées à l’athérosclérose, alors que les 

mutations perte de fonction sont associées à une diminution des taux circulants de LDL-C et à 

une protection cardiovasculaire augmentée (Cohen et al., 2006). Chez la souris, la 

surexpression de PCSK9 induit une hypercholestérolémie et abolit l’expression hépatique de 

la protéine LDLR (Park et al., 2004;Maxwell et al., 2004). A l’inverse, les souris invalidées 

pour PCSK9 sont hypocholestérolémiques et ont une augmentation de l’expression du LDLR 

au niveau du foie (Rashid et al., 2005). De plus, la surexpression de PCSK9 au cours du jeûne 

chez la souris induit une hypertriglycéridémie massive (Lambert et al., 2006) tandis que les 

souris PCSK9
-/-

 ont une hypertriglycéridémie postprandiale très atténuée (Le May C. et al., 

2009). Récemment, les mesures des concentrations de PCSK9 chez l’homme sur de larges 

populations montrent une corrélation positive entre PCSK9 circulant et TG plasmatiques 

(Lakoski et al., 2009). 

 Les données de la littérature décrivant les effets  hypotriglycéridémiants des ABs dans 

les modèles animaux sont nombreuses. Les traitements avec les ABs corrigent  

l’hypertriglycéridémie rencontrée dans les modèles de rongeurs insulinorésistants (Ma et al., 

2006;Bilz et al., 2006;Cariou et al., 2006a;Zhang et al., 2006a). Chez l’homme, les 

traitements au CDCA améliorent aussi l’hypertriglycéridémie en clinique (Bateson et al., 

1978).  L’activation du récepteur nucléaire FXR par les ABs, qui sont les ligands endogènes 

de ce récepteur, a été identifiée comme capitale pour conduire les effets 

hypotriglycéridémiants des ABs. Ceci est démontré par des approches pharmacologiques en 

utilisant des agonistes spécifiques de FXR comme le GW 4064 (Cariou et al., 2006a;Zhang et 

al., 2006a), par manipulations génétiques en invalidant FXR  (Ma et al., 2006;Zhang et al., 

2006a) ou encore en exprimant des formes constitutivement actives de ce récepteur nucléaire 

(Zhang et al., 2006a). Ainsi, de nombreux gènes impliqués dans le métabolisme des lipides 

sont régulés par FXR (pour revue : (Cariou et al., 2007b). 
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 Si FXR et PCSK9 possèdent le même profil d’expression tissulaire dans l’organisme, 

à savoir qu’ils sont tous 2 fortement exprimés dans les organes régulateurs du métabolisme 

lipidique : foie et intestin, et dans une moindre mesure dans les reins, il existe une relation 

inverse concernant leur implication dans ce métabolisme lipidique du point de vue de la 

littérature. On remarque également que si l’expression de PCSK9 est augmentée en période 

postprandiale et diminuée au cours du jeûne (Costet et al., 2006), c’est l’inverse qui est vrai 

pour l’expression de FXR (Duran-Sandoval et al., 2004;Zhang et al., 2004). Ceci permet donc 

d’imaginer une possible relation entre FXR et ses ligands les ABs et l’expression de PCSK9.  

  

 Pour cela, j’ai caractérisé les variations d’expression ARNm et protéique de PCSK9 in 

vitro consécutives aux traitements par différents ABs par des analyses en RT-PCR 

quantitative et western blot, respectivement. Les modèles de culture d’hépatocytes humains 

utilisés sont bien caractérisés dans la littérature et correspondent à la fois à des lignées 

d’hépatomes : les HepG2 (Javitt, 1990) et des hépatocytes humains immortalisés (IHH) 

(Schippers et al., 1997). Des travaux menés en collaboration avec l’Institut Pasteur de Lille 

dans l’équipe du Pr. Bart Staels m’ont permis de travailler à partir d’ARNm d’hépatocytes 

primaires de souris. Dans le but de valider d’un point de vue fonctionnel la régulation de 

l’expression de PCSK9, j’ai adapté au laboratoire le test d’activité du LDLR in vitro à partir 

de la méthode développée par Brown et Goldstein (Goldstein et al., 1983). 

Enfin, afin d’identifier les mécanismes moléculaires sous jacents à la régulation de 

l’expression de PCSK9, j’ai procédé à différentes approches pharmacologiques (ligands de 

FXR et de PXR) et moléculaires (utilisation de siRNA) in vitro. 
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2) Article I : Activation of the farnesoid X receptor represses PCSK9 

expression in human hepatocytes 
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Appendix A. Supplementary data 

 

 

Supplementary Fig. S1. IHH cells were infected with non-target or predesigned FXR SiRNA 

(Dharmacon, SMART Pool). Transfections were carried out with Dharmafect (Dharmacon) 

over 7 h, with a final concentration of 100 nM siRNA in six well-plates according to the 

manufacturer’s recommended procedures. The cells were then incubated in fresh medium for 

24 h, before being incubated with 50 μM CDCA or vehicle for additional 24 h (DMSO). FXR, 

PCSK9, SHP and Apo-A1 mRNA contents were measured by Q-PCR. Values are normalized 

relative to 18S mRNA and are expressed (means ± S.E.M.) relative to those of vehicle-treated 

cells, which are set at 1. Statistically significant differences compared to vehicle-treated cells 

under each conditions (
§§§

P < 0.001; 
§§

P < 0.01; and 
§
P < 0.05) or to vehicle-treated cells 

infected with non target siRNA for FXR expression (**P < 0.001) are indicated. 
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Supplementary Fig. S2. IHH cells were pre-treated, or not, for 1h with the specific MAP 

kinase ERK-1/2 inhibitor U0126 (10 μM) before being incubated for 24h with 50 μM CDCA 

or vehicle (DMSO) in the absence of serum. PCSK9 and LDLR mRNA contents were 

measured by Q-PCR. (Student’s t-test: ***P < 0.001; **P < 0.01; and *P < 0.05) are 

indicated. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 140 

Supplementary data 2 : Données preliminaires du PHRC FXR/PCSK9 

 

 ratio FXR / cyclophiline A versus 

 p =  r =  n = 
PCSK9 plasmatique  NS (0,17)   32 

Ratio ARN PCSK9 / cyclophiline A <0,0001 0,734 36 
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Tableau I : Corrélation entre l’expression hépatique de FXR et PCSK9 

 

 

 

                                           Concentration AB plasma versus 
 p = r = n = 

PCSK9 plasmatique NS (0.23)  45 

Ratio ARN PCSK9 / 
cyclo 

NS (0.43)  31 

Ratio ARN FXR / 
cyclo 

NS (0.99)  31 

 

 

Tableau II : Corrélation entre les concentrations en AB et PCSK9 
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3) Discussion 

 

C’est dans ce contexte de recherche de moyens d’inhibition de l’expression de PCSK9 

que se sont déroulés mes premiers travaux de thèse. A ce jour, différentes voies de régulation 

de l’expression de PCSK9 sont connues. Ainsi PCSK9 est surexprimée par les statines et 

SREBP2 (Dubuc et al., 2004), et par l’insuline et SREBP1c (Costet et al., 2006). Des voies de 

répressions ont été identifiées comme les fibrates qui stimulent PPARα (Kourimate et al., 

2008) et la berbérine (Cameron et al., 2008c). 

 Ces travaux, menés essentiellement in vitro dans des hépatomes (HepG2) ou des 

hépatocytes humains immortalisés (IHH), montrent pour la première fois que l’activation 

pharmacologique de FXR par son agoniste naturel le plus puissant : le CDCA, ou par un 

agoniste synthétique spécifique : le GW 4064, réprime l’expression ARNm et protéique de 

PCSK9. La concentration de CDCA utilisée : 50 μM, est une dose physiologique et 

correspond à l’EC50 du CDCA pour FXR. Cette concentration suffit à réprimer l’ARNm de 

PCSK9 de 60% en 48h de traitement dans les IHH. Les expériences de doses-réponses avec le 

CDCA et le GW 4064 attestent bien des effets répresseurs de ces molécules sur l’expression 

ARNm de PCSK9. Les autres ABs primaires testés, CA et UDCA, sont sans effet sur 

l’expression de PCSK9 alors que de façon surprenante l’AB secondaire DCA induit son 

expression. Le DCA étant l’agoniste naturel le plus puissant du récepteur membranaire aux 

ABs TGR5, ceci soulève l’intérêt de régarder son rôle sur l’expression de PCSK9. De plus, un 

traitement combiné de CDCA avec une statine, la pravastatine, empêche l’induction de 

l’expression de PCSK9 par la statine. In vitro, ceci est corrélé avec une augmentation de 

l’activité du LDLR en réponse au traitement par le CDCA et avec une potentialisation de 

l’effet statine sur l’activité du LDLR dans les IHH, alors que l’expression ARNm du LDLR 

n’est pas potentialisée par ce traitement combiné. Ceci est donc en faveur du rôle de PCSK9 

sur la potentialisation de l’activité du LDLR en réponse à ce traitement combiné. 

 En effet, comme décrit précédemment dans la littérature, nous retrouvons une 

induction de l’expression ARNm du LDLR par le CDCA (+ 104% avec 48h de CDCA 50 

μM), précédemment attribuée à la stabilisation de l’ARNm du LDLR suite à l’activation des 

MAPKinases ERK 1/2 (Carlson et al., 1989;Taniguchi et al., 1994;Nakahara et al., 2002). Ici, 

nous montrons également pour la première fois que l’activation de FXR par le GW 4064 

stimule l’expression du LDLR et augmente l’activité de ce récepteur. 
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 In vitro, le traitement d’hépatocytes primaires de souris par le CDCA ou de rats traités 

avec le GW4064 ne régule pas l’expression de PCSK9 malgré l’induction de gènes cibles de 

FXR comme SHP (données non publiées). Ainsi l’analyse de l’expression ARNm de PCSK9 

entre des foies de souris sauvages et invalidées pour FXR ne montre aucun changement 

(données non publiées). La littérature nous donne l’exemple d’autres gènes régulés par FXR 

uniquement chez l’homme et non chez la souris comme PPARα (Pineda, I et al., 2003;Ma et 

al., 2006), la lipase hépatique (Sirvent et al., 2004b) ou le syndécan (Anisfeld et al., 2003). 

Afin de vérifier par des approches moléculaires que FXR est bien à l’origine de la répression 

de PCSK9, nous avons utilisé des siRNA dirigés contre FXR pour éteindre son expression. 

Malgré une diminution de l’expression ARNm de FXR de 80%, nous observons toujours une 

répression de PCSK9 par le CDCA alors que l’induction de SHP est inhibée. Seulement, 

l’analyse de gènes réprimés par FXR comme l’apo-AI est présente, ce qui suggère que 

l’activité trans-répressive de FXR est toujours fonctionnelle dans ces conditions 

(supplemental data). Des résultats similaires ont été obtenus avec l’utilisation de shRNA anti-

FXR afin de travailler sur des IHH sous-exprimant FXR de façon constitutive (données non 

publiées).  Dans ces expériences, les niveaux d’expression protéique de FXR n’ont pas été 

vérifiés. 

 Nous avons alors testé et vérifié l’implication des autres voies de signalisation 

potentiellement induites par les acides biliaires, et notamment le CDCA, afin de les écarter. 

L’autre récepteur nucléaire pouvant être activé par de fortes concentrations d’ABs est PXR. 

L’induction de PXR par un agoniste spécifique, la rifampicine, provoque l’induction de 

PCSK9, ce qui exclu cette voie dans la répression de PCSK9 par le CDCA. Cette induction de 

l’ARNm de PCSK9 se traduit par une diminution de l’activité du LDLR, sans qu’aucun 

changement d’expression du LDLR n’ait lieu. Les ABs sont aussi capables d’activer les 

MAPK (Werneburg et al., 2003;Dent et al., 2005). Nous montrons qu’un traitement avec le 

U0126 à 10 µM, un inhibiteur de la voie MEK / ERK, réprime l’expression de PCSK9 en 

condition normale et n’interfère pas avec la répression du CDCA (supplemental data). Ceci 

tend à suggérer que les MAPK pourraient activer l’expression de PCSK9. Enfin, les ABs 

peuvent activer le récepteur membranaire TGR5 (Watanabe et al., 2006). Le DCA est 

l’agoniste le plus puissant de ce récepteur. Nos résultats montrent qu’un traitement au DCA 

active l’expression de PCSK9. 

 Pour démontrer que la répression de PCSK9 par le CDCA se joue au niveau de la 

transcription de ce gène et non sur la stabilité de l’ARNm, nous avons utilisé un inhibiteur de 

la transcription : l’actinomycine D, avec le traitement au CDCA. Ainsi, un prétraitement des 
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IHH avec du CDCA pendant 24h puis l’ajout de l’actinomycine D à 5 μg/ml dans le milieu de 

culture n’induit pas de différence quant à la stabilité de l’ARNm par rapport aux conditions 

non traitées avec le CDCA. Une information étonnante qui ressort de ces données est la durée 

de la demi-vie de l’ARNm de PCSK9 relativement longue puisqu’estimée à au moins 9h. Ces 

résultats sont confortés par l’étude de Cameron et collaborateurs parue après la publication de 

ces travaux. Dans l’objectif de vérifier si la berbérine altère la stabilité de l’ARNm de PCSK9 

dans des cellules HepG2, les auteurs se sont placés dans les mêmes conditions que nous et 

constatent là aussi que l’ARNm de PCSK9 est stable sur 4h dans les conditions contrôles et 

traitées avec la berbérine (Cameron et al., 2008c). 

 Cette régulation de PCSK9 par le CDCA est donc transcriptionnelle et est stimulée 

suite à l’activation du récepteur nucléaire FXR par le GW 4064. Les mécanismes de 

répression de PCSK9 par FXR peuvent être directs sur le promoteur du gène cible (exemple 

de l’apo-AI), ou indirects et nécessitent l’induction du récepteur nucléaire atypique SHP. SHP 

se lie à d’autres récepteurs nucléaires, tel que LXR ou le LRH-1, et les inhibe. C’est le cas de 

la répression par la voie FXR / SHP de SREBP1c ou de la CYP7A1 (pour revue : (Lefebvre et 

al., 2009). Au cours de nos manipulations en vue de diminuer l’expression de FXR par les 

siRNA, nous avons observé que la répression de PCSK9 avait toujours lieu avec le traitement 

CDCA, alors que l’induction de SHP était complètement abolie dans ces conditions. Ceci 

suggère que la voie SHP dépendante n’est pas requise pour la répression de PCSK9 par FXR. 

L’analyse de recherche d’élément de réponse à FXR (FXRE) du promoteur à partir de la 

séquence nucléotidique publiée de 1.07 kb avec le logiciel Genomatix-Gene2Promoter a été 

effectuée. Cette analyse révèle l’existence d’une FXRE correspondant à une séquence répétée 

inversée espacée d’un nucléotide (IR1) : 508AGGGCGCCGGCCT-496. Cependant, la 

comparaison avec les IR1 d’autres gènes cibles de FXR indique qu’une thymine très 

conservée à la position +4 est remplacée par une guanine. 

 Au cours des mes travaux sur l’étude de la régulation de PCSK9 par FXR, une étude 

clinique menée chez des patients traités par CDCA ou cholestyramine a exploré l’influence de 

ces traitements sur l’expression de plusieurs gènes hépatiques dont PCSK9.  Des patients 

souffrant de lithiase biliaire ont été traités pendant 3 semaines avec de la cholestyramine, une 

résine séquestrant les ABs, ou avec CDCA. Puis des biopsies hépatiques ont été prélevées au 

cours d’une cholécystectomie. Les résultats montrent que le traitement à la cholestyramine 

induit une augmentation de l’expression ARNm du LDLR de 65% et de PCSK9 de 70% alors 

que le traitement au CDCA réprime le LDLR de 50% et est sans effet sur l’expression de 

PCSK9 (Nilsson et al., 2007). Cette discordance entre nos résultats in vitro et ces résultats 
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obtenus chez l’homme ne concerne pas seulement PCSK9, il faut noter l’absence de 

régulation d’autres gènes hépatiques sous contrôle de FXR comme l’apo-AI ou l’apo-CIII 

avec le traitement CDCA dans cette étude. De plus, plusieurs études in vitro dont la nôtre 

avaient déjà montré que le CDCA induit l’expression du LDLR (Carlson et al., 

1989;Taniguchi et al., 1994;Nakahara et al., 2002), c’est pourtant l’inverse qui est observé in 

vivo chez l’homme. Concernant la régulation de PCSK9 par les ABs in vitro, des travaux 

conduits sur des cellules entérocytaires CaCo2 confirment nos résultats et montrent une 

diminution de l’expression de PCSK9 par les ABs (Leblond et al., 2009). Ces résultats 

témoignent de la difficulté de comparer les données in vitro et in vivo tant les mécanismes 

intégratifs des différentes voies de signalisations activées par les ABs sont nombreux. 

 La nécessité de développer des modulateurs sélectifs des récepteurs nucléaires tel que 

FXR (SBARMs : selective bile acids receptor modulators) devient donc évidente à la vue de 

ces données. Chez l’homme, les traitements avec le CDCA réduisent la triglycéridémie mais 

ont tendance à augmenter le LDL-C plasmatique en clinique (Schoenfield et al., 1981). 

Récemment, le développement de l’agoniste de FXR WAY-362450 a montré des résultats 

bénéfiques tant sur la triglycéridémie que sur la baisse du LDL-C dans divers modèles de 

souris dyslipidémiques (Evans et al., 2009) alors que l’administration de l’agoniste 6-

EαCDCA dans une étude clinique chez des diabétiques de type 2 améliore la sensibilité à 

l’insuline mais augmente légèrement le LDL-C (abstract congrès ADA 2009 numéro 13-LB). 

 En résumé, ces travaux montrent : 1) que les agonistes de FXR répriment l’expression 

de PCSK9 et augmentent l’expression du LDLR, 2) en association avec les statines, les 

agonistes de FXR potentialisent l’augmentation de l’activité du LDLR, 3) les autres voies de 

signalisations activées par les ABs (PXR, MAPK, TGR5) semblent induire l’expression de 

PCSK9 et dénotent la difficulté à réconcilier les effets des ABs entre l’in vitro et l’in vivo 

chez l’homme.  

 L’absence de régulation de PCSK9 par FXR chez la souris a réduit notre champ 

d’investigation in vivo du rôle de FXR et PCSK9 dans les troubles lipidiques, notamment 

associés aux états d’insulinorésistance. Néanmoins, au laboratoire, un programme hospitalier 

de recherche clinique (PHRC) sous la direction du Dr Bertrand Cariou consiste à recueillir des 

biopsies hépatiques de patients obèses au cours d’une intervention de chirurgie bariatrique. 

Nous pouvons ainsi corréler les expressions ARNm de PCSK9 et FXR avec différents 

paramètres physiologiques comme le degré de stéatose hépatique ou d’insulinorésistance ainsi 

qu’à des marqueurs plasmatiques comme la glycémie, les mesures de TG, cholestérol, de 

PCSK9 circulant. Les résultats préliminaires en supplemental data numéro 2 montrent que 
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l’expression ARNm de FXR est corrélée positivement avec l’ARNm de PCSK9 dans le foie 

de ces patients (r=0.74, p<0.0001, n=36 patients). Aucune relation significative n’apparaît 

lorsque l’on compare les niveaux d’expression de FXR aux concentrations plasmatiques de 

PCSK9, de même que pour les concentrations plasmatiques en acides biliaires avec l’ARNm 

de PCSK9 et la protéine PCSK9 circulante. 
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II) Etude du rôle fonctionnel de PCSK9 dans le pancréas 

 

1) Introduction 

 

 Durant la 2
ème

 partie de ma thèse, je me suis intéressé à un aspect particulier de 

PCSK9 qui consista à explorer la fonction de PCSK9 dans le pancréas endocrine. En dehors 

de son rôle dans le foie, peu d’études se sont penchées sur la fonction extra-hépatique de 

PCSK9. On peut citer les travaux conduits au laboratoire qui ont caractérisés PCSK9 dans 

l’intestin (Le May C. et al., 2009) ou dans la littérature avec la surexpression rénale de 

PCSK9 (Luo et al., 2008). Les travaux sur les souris invalidées pour PCSK9 spécifiquement 

dans le foie montrent que si le foie est l’organe majeur de production de la forme sécrétée de 

PCSK9 chez la souris, le phénotype hypocholestérolémiant de ce modèle KO tissu spécifique 

compte pour 2/3 du phénotype des KO systémiques (Zaid et al., 2008). Ceci laisse donc 

envisager un rôle des organes extra-hépatiques dans la régulation du métabolisme du 

cholestérol par PCSK9. Ainsi, l’administration de la forme purifiée de PCSK9 chez la souris 

induit la dégradation du LDLR dans les poumons, les reins, le tissu adipeux, l’intestin 

(Schmidt et al., 2008a). De façon surprenante, aucun effet n’est constaté dans les surrénales, 

qui expriment pourtant la plus grande quantité de LDLR proportionnellement aux autres 

organes (Luo et al., 2008;Grefhorst et al., 2008). Comprendre pourquoi PCSK9 régule le 

LDLR dans certains organes et pas dans d’autres permettrait de mieux appréhender les 

mécanismes moléculaires de l’action inhibitrice de PCSK9 sur le LDLR, notamment dans 

l’identification d’un 3
ème

 partenaire plausible (Zhang et al., 2008a). Mes travaux dans le 

pancréas s’inscrivent dans cette problématique. 

 Le contexte qui nous a amené à travailler sur le rôle de PCSK9 dans le métabolisme du 

cholestérol dans le pancréas est le suivant. Récemment, un certain nombre de données de la 

littérature ont suggéré que la fonction insulino-sécrétrice des cellules β du pancréas serait 

influencée par la concentration en cholestérol intracellulaire. Ainsi, l’accumulation de 

cholestérol dans la cellule β pourrait altèrer la sécrétion d’insuline alors que la déplétion en 

cholestérol potentialiserait la sécrétion d’insuline. Dans une première étude utilisant un 

modèle d’hypercholestérolémie : les souris invalidées pour l’apo-E (apo-E
-/-

), les auteurs 

induisent uniquement une augmentation du cholestérol dans les îlots de Langerhans des souris 

apo-E
-/-

 par rapport aux îlots des souris sauvages (Hao et al., 2007). Les tests de sécrétion 

d’insuline stimulés par le glucose ex vivo sur îlots isolés montrent une altération de la 
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sécrétion d’insuline dans les îlots de souris apo-E
-/-

. Des résultats identiques sont retrouvés 

avec des lignées de cellules β de rat, les INS-1, traitées avec du cholestérol en culture. A 

l’inverse, la déplétion en cholestérol dans des îlots isolés de souris sauvages traitées par une 

statine, la mévastatine, ou par un agent chélateur du cholestérol : la méthyl-β-Cyclodextrine 

(MβCD) augmente la sécrétion d’insuline ex vivo et restaure la sécrétion d’insuline dans les 

îlots des souris hypercholestérolémiques (Hao et al., 2007).  

Une seconde étude a exploré le rôle du transporteur ABCA1 dans la cellule β 

(Brunham et al., 2007). ABCA1 conduit l’efflux du cholestérol en excès de la cellule vers 

l’apo-AI des HDL et initie la première étape du retour inverse du cholestérol. L’invalidation 

de l’expression de ABCA1 spécifiquement dans la cellule β n’altère pas de façon systémique 

le métabolisme du cholestérol puisque ces souris ont des concentrations en cholestérol 

plasmatique identiques aux souris sauvages. Par contre, ces souris accumulent le cholestérol 

dans les îlots du pancréas. In vivo, ces souris développent une intolérance au glucose associée 

à des troubles de la sécrétion d’insuline. Ex vivo, la sécrétion d’insuline stimulée par le 

glucose est altérée dans les îlots isolés des souris invalidées pour ABCA1 par rapport aux îlots 

des souris sauvages (Brunham et al., 2007). 

Enfin, dans une troisième étude, la surexpression de SREBP2 spécifiquement dans la 

cellule β chez la souris provoque une accumulation de cholestérol dans la cellule. Les souris 

Tg-β-SREBP2 deviennent diabétiques avec une diminution de la sécrétion d’insuline 

(Ishikawa et al., 2008). 

 Le LDLR, cible de PCSK9, est clairement exprimé et fonctionnel dans la cellule β 

(Cnop et al., 2002) ;(Roehrich et al., 2003). L’expression du LDLR est retrouvée dans des 

culture primaires d’îlots isolés chez l’homme, le rat, la souris et dans des lignées tumorales 

comme les MIN-6, les βTC3, les INS-1 et les HIT-15 (Cnop et al., 2002) ;(Roehrich et al., 

2003;Abderrahmani et al., 2007) ;(Okajima et al., 2005). L’exposition aux LDL in vitro est 

toxique pour les cellules β. La mort par nécrose est constatée chez les cellules β isolées de rat 

(Cnop et al., 2002) et par apoptose dans les îlots isolés de souris (Roehrich et al., 2003).    

 

Compte-tenu du fait que PCSK9 régule l’expression du LDLR dans le foie et divers 

autres organes, nous avons émis l’hypothèse que PCSK9 pourrait moduler la sécrétion 

d’insuline via son rôle sur l’expression du LDLR et donc sur la capture des LDL. Nous ne 

pouvons pas exclure non plus une influence de PCSK9 sur la fonction β-cellulaire en dehors 

de son rôle connu sur le LDLR. Dans la mesure où la liaison des LDL est toxique sur les 

cellules β et au vu des données de la littérature sur l’accumulation délétère du cholestérol dans 
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ces cellules ; ces travaux prennent un intérêt particulier pour discuter des effets putatifs des 

futures thérapies visant à augmenter l’expression et l’activité du LDLR en inhibant l’action de 

PCSK9. A l’heure actuelle, aucune donnée clinique ne lie les mutations gain de fonction ou 

perte de fonction de PCSK9 à l’incidence du diabète chez l’homme. Seule les dernières études 

cliniques menées sur de larges populations montrent une corrélation positive entre les taux 

circulants de PCSK9 et la glycémie (Brunham et al., 2007;Lakoski et al., 2009). 

Ces travaux ont pour but de caractériser l’expression de PCSK9 dans le pancréas chez 

la souris, de vérifier la fonction régulatrice de PCSK9 sur le LDLR dans cet organe et 

d’explorer les conséquences fonctionnelles sur l’homéostasie du glucose de l’invalidation de 

PCSK9 chez la souris. Pour cela, j’ai procédé à l’isolement d’îlots de Langehrans de souris 

sauvages et invalidées pour PCSK9 sur lesquelles j’ai pratiqué les tests de sécrétion d’insuline 

stimulée par le glucose (GSIS). In vivo, j’ai mené des tests de tolérance au glucose et de 

sécrétion d’insuline. Un partenariat avec le laboratoire de Francois Pattou à Lille nous a 

permis d’avoir accès à des îlots isolés humains et aux techniques de marquage 

immunohistochimique des coupes de pancréas humains et murins. 
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2) Article II : PCSK9 modulates the expression of LDL receptor in 

pancreatic islets without affecting insulin secretion 
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Supplementary data 

 

Supplemental methods 

Mouse islet cholesterol assay 

Cholesterol content was quantified in a 96-well plate by a fluorometric method (Amplex Red 

Cholesterol Assay kit, Molecular Probes). 40 isolated islets were lysed in 110 µL of reaction buffer (5 

mM cholic acid, 0.1 M potassium phosphate, 0.05 M NaCl, 0.1% Triton X-100, pH 7.4) for 30 min at 

4 °C and then sonicated. 50 µL of the lysates were used for cholesterol determination in duplicate 

according to the instructions of the manufacturer. Fluorescence was detected using the Wallac Victor
2
 

1420 Multilabel Counter (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA).  

Measurement of PCSK9 secretion  in cultured isolated human islets and hepatocytes 

Human islolated islets (1000 IE) were cultured for 6h and 24h in medium without serum. 

Immortalized Human Hepatocytes (IHH) (10
6
 cells) were cultured overnight in William's E medium 

without serum. Proteins from culture medium were precipitated with acetone and immunoblot analysis 

of PCSK9 was performed. 

Antibodies for western blot analysis 

Membranes were probed with a polyclonal rabbit IgG directed against the CRSRHLAGASQELQ 

peptide (Neosystem, Strasbourg, France), an epitope of the C-terminal domain of human PCSK9, a 

polyclonal rabbit anti mouse LDLR antibody directed against the CPSRQMVSLEDDVA peptide (a 

kind gift of Dr Herz) or a commercial one (R&D Systems, Lille, France) or with the monoclonal 

anti-actin AC-15 antibody (Sigma, France). 

PCR primers 

mGLUCOKINASE: GCACACGTGGTGCTTTTGAG forward, GCCTTCGGTCCCCAGAGT 

reverse; mPCSK9: AGGTGGAGGTGTATCTCTTAGATACCA forward, 

CGCTGTTGAAGTCGGTGATG reverse; mCYCLOPHYLIN: TGGCAAATGCTGGACCAAA 

forward , GCCATCCAGCCATTCAGTCT reverse; hLDLR: AAGGCTGTCCCCCCAAGA forward, 

CGAACTGCCGAGAGATGCA reverse; hPCSK9: ACGTGGCTGGCATTGCA forward, 

AAGTGGATCAGTCTCTGCCTCAA reverse; hINSULIN: GCAGCCTTTGTGAACCAACA 



 176 

forward, GGTGTGTAGAAGAAGCCTCGTT reverse, hACTINE: 

CCGTGTGGATCGGCGGCTCCA forward, CTGCTTGCTGATCCACATCTG reverse. 

 

Characteristics of antibodies  for immunohistochemestry 

Antibodies source type (clone) dilution 

PCSK9 Home-made  Polyclonal 1:100 

LDL-R R&D Systems Polyclonal 1:200 

Insulin/Proinsulin AbD serotec Monoclonal (D6C4) 1:500  

Somatostatin Genetex Monoclonal (SOM-018) 1:50 

Glucagon Sigma Monoclonal (K79bB10) 1:500 
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Supplementary Fig. S1. 40 islets from WT or PCSK9-/- mice (n=3 for each condition) were 

cultured in LPDS 5% in presence of LDL at the indicated concentration for 24h. Methyl-β 

Cyclodextrine 10 µM was added to culture medium 1h before measure of cholesterol content. 

Cholesterol content is assessed as described in methods and normalised by protein content.. 

(Student’s t-test: ***P < 0.001 versus each control without LDL) 
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3) Discussion 

 

 Cette étude originale est la première à s’intéresser au rôle de PCSK9 dans le pancréas 

et notamment au niveau la sécrétion d’insuline par la cellule β. Certes, les premiers travaux 

caractérisant le profil d’expression de PCSK9 avaient déjà détecté l’expression ARNm de 

PCSK9 dans des lignées d’insulinome chez le rat, les Rin-m5F, et de souris, les βTC3 (Seidah 

et al., 2003). Aucune détection de l’expression de PCSK9 n’est cependant retrouvée dans le 

pancréas de rat (Seidah et al., 2003) ou de souris (Zaid et al., 2008). Nos résultats de l’analyse 

de l’expression ARNm de PCSK9 par RT-PCR montrent clairement que PCSK9 est 

relativement bien exprimée dans les îlots de Langerhans chez la souris, puisqu’elle représente 

30% de l’expression retrouvée dans le foie. Nous détectons également PCSK9 de manière 

significative dans les îlots du pancréas de donneurs humains par RT-PCR. Ces données sont 

confirmées par les marquages immunohistochimiques réalisés sur des coupes de pancréas 

humains, où PCSK9 n’est exprimée que dans la partie endocrine du pancréas. Le pancréas 

endocrine ne représente que 3% de la masse totale de cet organe. Ainsi, tout comme ABCA1 

qui n’est exprimé que dans les îlots de Langerhans et dont l’expression n’est pas détectée à 

l’échelle de l’organe entier (Brunham et al., 2007), nous montrons pour la première fois 

l’expression de PCSK9 dans les îlots de Langerhans. De façon inattendue, l’expression de 

PCSK9 n’est pas colocalisée avec les cellules productrices d’insuline ou de glucagon, les 

cellules β et α respectivement, mais se situe spécifiquement dans les cellules δ sécrétrices de 

la somatostatine. Ces résultats in vivo tranchent donc avec les données des lignées tumorales 

Rin-m5F et βTC3. Nos tests de détection de PCSK9 par RT-PCR dans d’autres lignées de 

cellules β confirment l’expression chez la souris avec les cellules MIN-6 mais pas chez le rat 

avec les INS-1. De même, aucune expression de PCSK9 n’est rapportée dans les lignées 

ductales humaines Panc-1. Les données de l’expression de PCSK9 dans des lignées cellulaires 

tumorales sont à interpréter avec précaution tant PCSK9 semble impliquée dans les 

phénomènes de différenciation cellulaire (Seidah et al., 2003) et de régénération tissulaire 

(Zaid et al., 2008). 

 Ensuite, comme dans le foie (Rashid et al., 2005) et l’intestin (Le May C. et al., 2009) 

des souris PCSK9
-/-

, nous observons que l’expression protéique du LDLR est augmentée de 

près de 200% dans les îlots isolés des souris PCSK9
-/-

 par rapport aux souris sauvages. Nous 

avons alors regardé si l’ajout de la protéine purifiée de PCSK9 induisait la dégradation du 

LDLR en culture sur des îlots isolés. En effet, avec les valeurs utilisées dans la littérature sur 
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des hépatocytes en culture (Lagace et al., 2006), un traitement de 6h avec PCSK9 à 10 μg/ml 

réduit l’expression protéique du LDLR de 70% chez la souris et abolit son expression chez 

l’homme. Au sein de l’îlot, c’est au niveau des cellules β que se fait essentiellement 

l’augmentation de l’expression du LDLR comme montrée par immunohistochimie chez la 

souris. Ainsi, il semble bien que les mécanismes de régulation du LDLR par PCSK9 soient 

parfaitement fonctionnels dans la cellule β. Lorsque les îlots isolés de souris sont maintenus 

dans leur milieu de culture avec du sérum déplété en lipoprotéines pendant 24h, on constate 

une absence de différence significative entre les niveaux de LDLR entre les souris sauvages et 

PCSK9
-/-

. Cette perte de régulation du LDLR chez les îlots des souris PCSK9
-/-

 est sûrement à 

mettre en relation avec l’absence de détection de PCSK9 sécrété dans le milieu de culture des 

îlots par western blot, mais également par test ELISA. Ceci suggère une régulation endocrine 

de PCSK9 sécrétée par le foie plutôt qu’une régulation paracrine des cellules δ sur les cellules 

β au sein de l’îlot. Dans la littérature, aucune donnée ne fait mention de la sécrétion de 

PCSK9 par un organe autre que le foie. Les souris invalidées pour PCSK9 spécifiquement 

dans le foie ont des taux circulants de PCSK9 qui sont indétectables, suggérant le foie comme 

organe producteur majeur de PCSK9 sécrétée (Zaid et al., 2008). Seule une étude de 

surexpression de PCSK9 dans le rein atteste que d’autres organes sont capables de sécréter 

PCSK9 (Luo et al., 2008). 

 Nous avons ensuite procédé à la caractérisation phénotypique des souris PCSK9
-/-

 sur 

l’homéostasie glucidique. Les tests de tolérance à l’insuline (ITT) ne montrent aucun 

changement dans la sensibilité à l’insuline entre souris sauvages et PCSK9
-/-

. La pratique de 

tests de tolérance au glucose intrapéritonéaux (IPGTT) ne révèle aucune différence sur la 

tolérance au glucose entre ces souris, de même que les tests de tolérance oraux (OGTT) afin 

de vérifier l’effet de PCSK9 sur l’intestin dans l’absorption du glucose et la sécrétion des 

incrétines. Ainsi l’absence de PCSK9 ne semble pas perturber l’homéostasie du glucose in 

vivo. Ex vivo, la pratique de tests de sécrétion d’insuline stimulée par le glucose (GSIS) 

montre une induction de la sécrétion d’insuline identique entre les îlots de souris sauvages et 

PCSK9
-/-

. Chez l’homme, l’incubation des îlots du pancréas avec des concentrations de 

PCSK9 comprises entre 0.1 et 10 μg/ml n’altère pas non plus la sécrétion d’insuline. Afin de 

comprendre l’absence de différence entre la fonction β des souris KO et sauvages alors que 

l’expression du LDLR est augmentée chez les souris PCSK9
-/-

, nous avons mesuré les 

concentrations en cholestérol des îlots isolés par dosage fluorométrique. Malgré une plus forte 

expression du LDLR chez les îlots des souris PCSK9
-/-

, aucun changement dans le cholestérol 

intracellulaire n’est observé entre les souris. Une explication à cette observation est que 
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l’invalidation systémique de PCSK9 induit une hypocholestérolémie du fait de l’augmentation 

du LDLR hépatique. Ainsi, la diminution des concentrations de particules riches en 

cholestérol ne permet plus l’accumulation intracellulaire de cholestérol même si le LDLR est 

augmenté à la surface membranaire. Ces observations sont constatées dans les travaux sur le 

rôle de ABCA1 dans le pancréas. L’invalidation systémique de ABCA1 provoque une 

diminution du cholestérol circulant, alors que l’invalidation spécifique dans les îlots est neutre 

sur les paramètres lipidiques plasmatiques. Ainsi, l’accumulation de cholestérol dans les îlots 

est plus importante dans le pancréas des souris invalidées tissu-spécifiquement que les souris 

invalidées de façon systémique. De façon parallèle, le phénotype glucidique est plus sévère 

dans le premier modèle de souris que dans le deuxième (Brunham et al., 2007). Corroborant 

nos résultats sur l’absence de variation du cholestérol dans les îlots des souris PCSK9
-/-

, des 

résultats identiques sont retrouvés dans le foie des souris PCSK9
-/- 

par rapport aux souris 

sauvages (Rashid et al., 2005). De même, la surexpression adénovirale de PCSK9 induit une 

hypercholestérolémie et abolit l’expression hépatique du LDLR sans modifier non plus les 

taux de cholestérol hépatique avec les souris contrôles (Maxwell et al., 2004). 

 Nous nous sommes ensuite intéressés au rôle de PCSK9 sur l’insulinosécrétion dans 

des conditions de stress des îlots, ex vivo en les soumettant à des conditions lipotoxiques et in 

vivo en induisant leur destruction par traitement à la streptozotocine (STZ). Ex vivo, nous 

avons choisi de maintenir les îlots en culture en présence de LDL dans des conditions hautes 

de cholestérol (6.4 mM) pendant 24h, durée à laquelle ces concentrations deviennent juste 

pro-apoptotiques (Roehrich et al., 2003). De façon attendue, ces conditions altèrent la 

sécrétion d’insuline dans les îlots des souris sauvages, mais également dans les îlots des souris 

PCSK9
-/- 

de manière similaire. Pour expliquer l’absence de différence entre îlots sauvage et 

déficients pour PCSK9, il faut rappeler nos observations sur la perte de régulation du LDLR 

en culture dans les îlots des souris PCSK9
-/-

au bout de 24h. Dans le même sens, l’incubation 

des îlots des souris sauvages et PCSK9
-/-

 avec des LDL à 6.4 mM pendant 24h augmente le 

cholestérol intracellulaire de manière identique entre les 2 phénotypes (supplemental data). 

Récemment, des données de la littérature attestent clairement du rôle du LDLR dans la 

régulation de la sécrétion d’insuline (Rutti et al., 2009). Des îlots isolés humains et de souris 

sont maintenus en culture pendant 4 jours en présence ou non de concentrations de LDL-C à 

3.2 mM. Ces conditions expérimentales altèrent le GSIS ex vivo. Par contre, les îlots des 

souris invalidées pour le LDLR sont protégés de ces effets délétères des LDL, suggérant un 

rôle protecteur de l’absence du LDLR dans ces conditions. Cependant, il n’est pas rapporté les 

mesures du contenu intracellulaire de cholestérol dans ces expériences, ce qui aurait validé 
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l’hypothèse de l’influence néfaste du cholestérol cellulaire sur la sécrétion d’insuline. Cette 

étude montre que l’incubation avec des LDL réduit la prolifération cellulaire dans les îlots 

humains et de souris en culture, effet qui est cependant maintenu dans les îlots des souris 

LDLR
-/-

 (Rutti et al., 2009). 

 PCSK9 est impliquée dans la régénération hépatique, et l’absence de PCSK9 perturbe  

les mécanismes de régénération après une hépatectomie partielle chez la souris (Zaid et al., 

2008). Nous avons exploré ce rôle de PCSK9 dans le pancréas endocrine en induisant la 

destruction des îlots de Langerhans par traitement à la streptozotocine. Une manipulation 

réalisée avec une forte dose de STZ de 150 mg/kg pour induire un diabète insulinopénique 

rapide ne montre pas de différence dans l’incidence du diabète, ni dans le contenu 

pancréatique en insuline après traitement entre souris sauvages et PCSK9
-/-

. Pour compléter 

cette première expérience, une seconde approche s’est orientée vers une destrcution 

progressive des îlots de Langerhans. Pour cela, nous avons opté pour des injections multiples 

de faibles doses de STZ, à savoir 50 mg/kg/j pendant 5 jours. Un test IPGTT est pratiqué en 

même temps qu’un test de sécrétion d’insuline sur les souris avant le traitement. Nous avons 

suivi l’évolution de la glycémie et l’induction du diabète sur 20 jours jusqu’à la stabilisation 

de la glycémie puis nous avons pratiqué un 2
ème

 IPGTT et test de sécrétion d’insuline. 

L’induction du diabète s’est déroulée de manière identique entre les souris sauvages et 

PCSK9
-/-

. L’IPGTT pratiqué après le traitement STZ atteste bien des perturbations de la 

tolérance au glucose causées par ce traitement, sans aucune différence entre souris sauvages et 

PCSK9
-/-

. Enfin, au niveau de la sécrétion d’insuline induite par le glucose, les résultats 

étaient similaires entre les 2 phénotypes avant le traitement STZ et montrent une abolition 

complète de la sécrétion d’insuline pour les 2 groupes après le traitement STZ. Ainsi, 

l’absence de PCSK9 n’intervient pas dans la survie des cellules β dans ces conditions de 

toxicité induite par la STZ. 

 Finalement, la donnée la plus surprenante de ces travaux est l’expression de PCSK9 

exclusivement dans les cellules δ. Peu de données sont disponibles concernant le rôle de ces 

cellules dans l’îlot. La somatostatine (SST) est sécrétée sous l’induction du glucose, comme 

l’insuline, et provoque l’inhibition paracrine de la sécrétion d’insuline et de glucagon. Ex 

vivo, la stimulation de la sécrétion d’insuline par le glucose est amplifiée dans les îlots des 

souris déficientes en SST par rapport aux îlots des souris sauvages (Hauge-Evans et al., 

2009). Mais la somatostatine est retrouvée dans différents tissus neuroendociniens comme 

dans l’intestin et au niveau de l’axe hypothalamo-hypophysaire. Comme PCSK9 a tout 

d’abord été identifiée dans les neurones en apoptose et que son expression induit la 
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différenciation neuronale (Seidah et al., 2003), sa co-expression avec la somatostatine dans le 

pancréas ouvre la voie pour des investigations futures sur le rôle précis de PCSK9 dans les 

tissus neuroendocriniens. La proSST est une protéine de 92 acides aminés qui subit un clivage 

protéolytique aboutissant à une forme mature de 28 acides aminés (SST-28) ou de 14 acides 

aminés (SST-14). Les 2 sites de clivages sont bien connus et font intervenir les PC clivant 

après les acides aminés basiques. Ainsi la forme SST-28 est produite par l’action de la furine 

ou de PACE4 au niveau de la séquence RLELQR64↓ in vitro alors que la SST-14 est produite 

par PC1 ou PC2 au niveau de la séquence RERK78↓ (Brakch et al., 1995). Dans la cellule δ, 

c’est la forme SST-14 qui est majoritairement produite, PC2 est d’ailleurs la seule de ces PC 

détectée dans ces cellules par immunohistochimie (Portela-Gomes et al., 2008). Les sites de 

clivage conduisant aux différentes formes connues de la SST ne correspondent pas à des 

séquences reconnues par PCSK9. Dans nos expériences, la sécrétion basale de SST ne semble 

pas modifiée entre les îlots des souris sauvages et PCSK9
-/-

. 

 Pour résumer, nos résultats démontrent que : 1) PCSK9 est exprimée dans la cellule δ 

des îlots du pancréas, 2) PCSK9 circulante régule l’expression du LDLR dans la cellule β, 

probablement de manière endocrine, 3) l’absence de PCSK9 n’influence pas l’homéostasie du 

glucose in vivo ni la sécrétion d’insuline ex vivo dans notre modèle en accord avec l’absence 

de variation du cholestérol intracellulaire. La génération de souris invalidées pour PCSK9 

spécifiquement dans la cellule δ s’avérerait un atout considérable pour ne pas influencer la 

cholestérolémie, cependant un tel modèle n’a jamais été réalisé car peu de données relatives à 

la cellule δ sont disponibles et la somatostatine est exprimée dans d’autres tissus. 4) Les 

modèles de stress des îlots par traitement à la STZ ne mettent aucun rôle en avant de PCSK9 

dans la survie des cellules β. 

 Les études expérimentales chez la souris ont bien établi que l’accumulation de 

cholestérol dans la cellule β altère la sécrétion d’insuline alors que la déplétion intracellulaire 

en cholestérol potentialise la sécrétion d’insuline (Hao et al., 2007;Brunham et al., 2007). De 

plus, l’incubation avec des LDL est toxique pour la cellule β ex vivo (Cnop et al., 

2002;Roehrich et al., 2003). Chez l’homme, peu de données cliniques traitent de l’effet du 

cholestérol sur la fonction β-cellulaire. Dans l’étude WOSCOPS, un traitement par statine, la 

pravastatine, diminue l’incidence du diabète de type 2 de 30% (Freeman et al., 2001). 

Néanmoins, il a été récemment retrouvé dans l’étude JUPITER avec la rosuvastatine une 

augmentation de l’incidence des cas de diabète dans le bras statine (Ridker et al., 2008b). 

Concernant PCSK9, une corrélation positive est retrouvée entre les taux circulants de PCSK9 

et la glycémie (Lakoski et al., 2009). Chez le rat rendu diabétique par traitement à la STZ, 
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l’expression hépatique de PCSK9 est effondrée (Niesen et al., 2008). L’expression hépatique 

de PCSK9 est sous le contrôle positif de l’insuline via l’induction du facteur de transcription 

SREBP1c (Costet et al., 2006). Enfin, des homologies ont été remarquées dans la structure de 

PCSK9 et la résistine, une adipokine impliquée dans la résistance à l’insuline (Hampton et al., 

2007). L’inhibition de l’action de PCSK9 sur le LDLR est un enjeu thérapeutique majeur dans 

la prise en charge des hypercholestérolémies en clinique. Prises dans leur ensemble, nos 

données vont dans le sens d’une absence d’effet secondaire de l’inhibition de PCSK9 sur 

l’homéostasie du glucose chez la souris. 
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 Bien que ne suivant pas un axe d’étude parfaitement linéaire, mes travaux s’intègrent 

dans la problématique de l’équipe focalisée sur la compréhension de la régulation de PCSK9 

et de ses liens moléculaires avec le métabolisme lipidique. A partir de PCSK9 comme point 

commun, mes résultats enrichissent les données sur 2 grandes thématiques actuelles (figure 

33). PCSK9 est d’abord identifiée comme un régulateur du métabolisme du cholestérol. Le 

Farnesoid X Receptor est un récepteur nucléaire dont l’importance dans la régulation du 

métabolisme du cholestérol et des triglycérides est clairement établie. De plus, FXR intervient 

dans l’homéostasie du glucose et la sensibilité à l’insuline et possède des actions vasculaires, 

ce qui en fait sans conteste une cible pharmacologique majeure dans la prise en charge du 

syndrome métabolique. Seule voie de dégradation du cholestérol par l’organisme, les ABs 

apparaissent comme des hormones à part entière, notamment via leur interaction avec FXR. 

La découverte de la répression de PCSK9 par les ABs via FXR apporte en quelque sorte une 

pierre à l’édifice et un argument de plus au développement de modulateurs sélectifs de FXR. 

Néanmoins, au cours de cette étude, il s’est avéré impossible de pousser plus loin les 

investigations sur le rôle physiologique in vivo de cette régulation en raison d’une régulation 

spécifique d’espèce. Ce projet continue sous la forme d’une étude clinique visant à comparer 

les profils d’expression de FXR et PCSK9 dans le foie de patients obèses bénéficiant d’une 

chirurgie bariatrique avec différents paramètres métaboliques, lipidiques et glucidiques. 

 J’ai alors abordé un autre axe de recherche qui a réactualisé l’importance du 

métabolisme du cholestérol dans la physiopathologie du diabète de type 2. Il me fallut donc 

quitter le foie pour m’intéresser au pancréas et plus particulièrement aux îlots de Langerhans. 

Si les variations de cholestérol dans la cellule β sont capables d’influencer sa fonction 

insulino-sécrétrice, alors l’activité du LDLR qui est exprimé au niveau de la cellule β doit 

contribuer aux mécanismes régulateurs de la sécrétion d’insuline. Le rôle du LDLR sur la 

fonction β-cellulaire n’est pas clairement établi. Nous sommes les premiers à montrer que 

PCSK9 est exprimée dans les îlots du pancréas et qu’elle est fonctionnelle sur la régulation du 

LDLR. Contrairement à l’étude précédente, ces travaux m’ont permis d’explorer le rôle de 

PCSK9 sur la sécrétion d’insuline in vivo chez la souris. Les résultats obtenus montrent 

cependant que PCSK9 n’influence pas la sécrétion d’insuline dans nos modèles 

expérimentaux. Continuer les recherches sur le rôle du LDLR dans le pancréas apportera de 

nouvelles voies de traitement du diabète de type 2 puisque cette pathologie est associée aux 

troubles du métabolisme des lipoprotéines, et permettra sans doute de clarifier les effets des 

statines sur l’incidence du diabète tout en anticipant les effets éventuels des inhibiteurs de 

PCSK9 sur la fonction β-cellulaire. La littérature rapporte des éléments liant PCSK9 au 
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diabète chez l’homme et l’animal. Un projet développé au laboratoire est tourné vers le rôle 

de PCSK9 dans l’insulinorésistance et le diabète. Les variations d’expression hépatique de 

PCSK9 sont regardées dans divers modèles d’insulinorésistance. La mise en place d’une 

insulinorésistance suite à des manipulations nutritionnelles est comparée entre souris sauvages 

et invalidées pour PCSK9. 

  

 
 

Figure 33 : PCSK9 au centre des perturbations métaboliques 
 

 

 S’intéresser aux fonctions extrahépatiques de PCSK9 est un moyen d’éclaircir les 

autres fonctions physiologiques de PCSK9. Des travaux publiés du laboratoire auxquels j’ai 

participé et qui sont présentés en annexe se sont focalisés sur le rôle de PCSK9 dans l’intestin. 

Dans cette continuité, un projet de recherche en cours porte sur le rôle de PCSK9 dans les 

états inflammatoires, notamment dans la réponse lipidique aux états de stress post-

traumatiques. Dans un contexte plus clinique, nous approfondissons l’hypothèse issue des 

travaux de régulation de BACE1 par PCSK9, qui prévoit une augmentation du risque de 

maladie d’Alzheimer en l’absence de PCSK9, en dosant les taux circulants de PCSK9 chez 

des patients atteint de la maladie. Enfin, j’ai participé à la caractérisation d’une nouvelle 

mutation perte de fonction de PCSK9 identifiée au CHU de Nantes. Les résultats sont 

présentés en annexe et montrent que le patient porteur de cette mutation R104C/V114A sur un 

allèle possède des taux très bas de LDL-C semblables aux individus perte de fonction de 

PCSK9 sur les 2 allèles avec des taux circulants de PCSK9 indétectables. In vitro, cette 

mutation agit tel un dominant négatif de la sécrétion de PCSK9. 
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 Les maladies cardiovasculaires liées à l’athérosclérose sont la première cause de 

mortalité dans nos sociétés occidentales. Parmi les facteurs de risques classiques tels que 

l’age, le sexe ou le tabagisme, on trouve évidemment les concentrations élevées de LDL-C. 

Pour preuve de l’enjeu thérapeutique que représente la prise en charge des 

hypercholestérolémies, les statines sont parmi les médicaments les plus prescrits dans le 

monde. Le développement d’inhibiteurs de PCSK9 en clinique devrait être un outil 

supplémentaire dans la réduction des taux circulants de cholestérol associé aux LDL et pour la 

lutte contre les maladies cardiovasculaires.  

 En démontrant que PCSK9 régule l’expression du LDLR dans les îlots du pancréas, 

mes travaux apportent une donnée de plus sur l’effet de PCSK9 dans les organes 

extrahépatiques, ce qui conduira à identifier les mécanismes qui font que PCSK9 est 

fonctionnelle dans certains organes uniquement. Une seconde perspective de recherche 

qu’ouvre ma thèse est la compréhension de l’expression spécifique de PCSK9 dans les 

cellules sécrétrices de somatostatine, ce qui contribuera sans doute à expliquer pourquoi 

PCSK9 a été conservée au cours de l’évolution. 
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I) Article 1 : Dual mechanisms for the fibrate-mediated repression of 

proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 
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II) Article 2 : Proprotein convertase subtilisin kexin type 9 null mice are 

protected from postprandial triglyceridemia 
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III) Article 3 : PCSK9 dominant negative mutant results in increased LDL 

catabolic rate and familial hypobetalipoproteinemia 
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Implication de PCSK9 dans les maladies métaboliques : régulation par les 

acides biliaires et rôle fonctionnel dans le pancréas 

 

 

 

 

 PCSK9 (proprotein convertase subtilisin kexin type 9) est le 3
ème

 gène 

impliqué dans l’hypercholestérolémie familiale dominante, après les mutations 

des gènes codant pour le récepteur aux LDL (LDLR) et pour son ligand l’apo-B. 

PCSK9 agit comme un inhibiteur de l’expression hépatique du LDLR par un 

mécanisme post-traductionnel. En se liant au domaine extracellulaire du LDLR 

à la surface des membranes plasmiques, PCSK9 induit l’internalisation du 

LDLR et sa dégradation dans les lysosomes. Ainsi les mutations de PCSK9 

associées à l’hypercholestérolémie sont des mutations gain de fonction. A 

l’inverse, les mutations perte de fonction de PCSK9 induisent une 

hypocholestérolémie et une protection contre les maladies cardiovasculaires. Le 

développement d’inhibiteurs de PCSK9 est donc un enjeu thérapeutique majeur 

dans la prise en charge des hypercholestérolémies. 

 Dans ce contexte, la 1
ère

 partie de ma thèse a consisté à étudier la 

régulation transcriptionnelle de PCSK9 par les acides biliaires et le récepteur 

nucléaire FXR (Farnesoid X Receptor). De nombreux gènes du métabolisme 

lipidique sont régulés par FXR et l’activation de FXR a des effets bénéfiques 

dans les troubles métaboliques. Les résultats obtenus dans des lignées 

d’hépatocytes humains montrent que l’activation de FXR réprime l’expression 

de PCSK9, ce qui s’accompagne d’une augmentation de l’activité du LDLR 

mesurée in vitro. Ceci suggère que l’utilisation d’agoniste de FXR pour réprimer 

PCSK9 et ainsi potentialiser l’action des statines pourrait être utile dans le 

traitement de l’hypercholestérolémie. 

 On sait à présent que le métabolisme du cholestérol intervient dans la 

régulation de la sécrétion d’insuline par les cellules β du pancréas et pourrait 

ainsi  jouer un rôle dans la physiopathologie du diabète de type 2. La 2
nde

 partie 

de ma thèse s’est intéressée au rôle de PCSK9 dans la fonction insulino-

sécrétrice des cellules β. A partir d’ilots isolés du pancréas humains et de souris, 

je démontre que PCSK9 est exprimée dans les cellules Par ailleurs, PCSK9 

diminue l’expression du LDLR au sein des ilots de Langerhans, probablement 

via une action endocrine En revanche, l’invalidation de PCSK9 chez la souris ne 

semble pas perturber l’homéostasie du glucose ex vivo et in vivo, ni la survie des 

cellules en réponse à un traitement par la streptozotocine. 

 

 

Mots clés : PCSK9, LDLR, cholestérol, hépatocytes, acides biliaires, pancréas, 

insuline, diabète. 
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Implication of PCSK9 in metabolic diseases : regulation by bile acids and 

functional role in the pancreas 

 

 

 PCSK9 (proprotein convertase subtilisin kexin type 9) is the 3
rd

 gene 

implicated in autosomic familial hypercholesterolemia with the LDL Receptor 

(LDLR) gene and its ligand apo-B. PCSK9 acts as a post-transcriptional 

inhibitor of hepatic LDLR expression. Gain of function mutations of PCSK9 are 

associated with hypercholesterolemia. By contrast, loss of function mutations of 

PCSK9 induce hypocholesterolemia and a protection against cardiovascular 

diseases. Therefore, development of PCSK9 inhibitors is a promising 

therapeutical approach to treat hypercholesterolemia. 

 In this context, the 1
st
 part of my thesis consisted of studying 

transcriptional regulation of PCSK9 by bile acids and the nuclear receptor FXR 

(Farnesoid X Receptor). FXR regulates many genes involved in lipid 

metabolism, and FXR activation may have beneficial effects in metabolic 

diseases. My results in human hepatocytes cell lines show that FXR activation 

represses PCSK9 expression. Such PCSK9 repression is correlated with the 

induction of LDLR activity in vitro. These findings suggest that FXR agonists 

may be used in combination with statins to amplify their hypocholestrolemic 

action in hyperlipidemic patients . 

 It is now admitted that cholesterol metabolism modulates insulin secretion 

by pancreatic β cells and might interfere with the development of type 2 

diabetes. The 2
nd

 part of my thesis focussed on the role of PCSK9 in the β cells 

function. Using isolated pancreatic islets from humans and mice, I show that 

PCSK9 is expressed in  cells of islets of Langehrans. PCSK9 is able to 

downregulate LDLR expression in the whole islet, probably acting in an 

endocrine manner. However, PCSK9-deficiency does not alter glucose 

homeostasis ex vivo and in vivo in mice, as well as  cell survival upon 

streptozotocin treatment. 

 

 

Key words : PCSK9, LDLR, cholesterol, hepatocytes, bile acids, pancreas, 

insulin, diabetes. 
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