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BA	 Acides	biliaires	
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HCD	 High	Cholesterol	Diet	ou	régime	riche	en	cholestérol	
HDL		 High	Density	Lipoprotein	ou	Lipoprotéines	de	Haute	Densité	
HDL-C		 HDL-cholestérol	
HDL-CE		 HDL-cholestéryl	estérifié	
HDL-CL	 HDL-cholestérol	libre	

HDL-P		 Nombre	des	particules	HDL	
HDL-S		 Taille	des	particules	HDL	
HEPG2	 Lignées	cellulaires	issues	d’hépatomes	humains	

HMG-CoA		 3-hydroxy-3-méthylglutaryl	coenzyme	A	
HUVEC	 Cellules	endothéliales	de	veine	ombilicale	humaine	

hypomSR-BI	 Souris	ayant	le	gene	SR-BI	floxé	(aussi	nommées	SR-BIflox/flox)	
hypomSR-BI-KOfoie	 Souris	invalidées	pour	le	récepteur	SR-BI	spécifiquement	dans	le	foie	

(aussi	nommées	souris	SR-BI-KOfoie)	
3H-cholestérol	 Cholestérol	tritié	
	 	
IBABP	 Intestinal	Bile	Acid-Binding	Protein	
ICAM-1		 InterCellular	Adhesion	Molecule-1	ou	molécule	intercellulaire		

d’adhésion-1	
IDM	 Infarctus	Du	Myocarde	
IF1	 Inhibitory	Factor	1	
IL-1		 Interleukine-1	
iPSCs	 Cellules	souches	pluripotentes	
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IRS-1	 Insulin	receptor	substrate	1	
125I	 Iode	125	
	 	
LCA	 Lithocholate	

LCAT	 Lécithine	Cholestérol	Acyl	Transférase	
LC-MS	 Chromatographie	en	phase	liquide	couplée	à	la	spéctrométrie	de		

masse	
LDL	 Low	Density	Lipoprotein	ou	lipoprotéine	de	basse	densité	
LDL-C	 LDL-cholestérol	
LDLR	 Récepteur	des	LDL	
LDLR-KO	 Souris	invalidées	pour	le	LDLR	
LDLR-KO/ApoB100	 Souris	déficientes	pour	LDLR,	manipulées	génétiquement	pour		

exprimer	uniquement	l’isoforme	apoB100	
LDLox	 LDL	oxydées	
LE	 Lipase	Endothéliale	
LH	 Lipase	Hépatique	
LOOH	 Lipides	hydropéroxydes	
LPL	 Lipoprotéine	Lipase	

LRH-1	 Liver	receptor	homolog-1	
LRP	 LDL	receptor-related	protein	
LSF	 Lysosulfatide	
LXR	 Liver	X	Receptor	
LXRE	 LXR	Response	Element	
	 	
MAF	 Minor	allele	frequency	
MAPK	 Mitogen-Activated	Protein	Kinase	
MCA	 Acide	Muricholique	
MCP-1	 Monocyte	Chemoattractant	Protein-1	ou	protéine		

chimioattractante-1	
M-CSF	 Macrophage	Colony-Stimulating	Factor	
MDR1	 Multidrug	Resistant	protein	
miRNA	 microRNA	

MMPs	 Matrix	Metalloproteases	
MO	 Moelle	osseuse	
MTP	 Microsomal	triglyceride	transfer	protein	ou	protéine	microsomale		

de	transfert	des	triglycérides	
	 	
NADPH	 Nicotinamide	Adénine	Dinucléotide	Phosphate	
NCTP	 Na+/Taurocholate	Cotransporting	Polypeptides	
NO	 Monoxyde	d’azote	ou	oxyde	nitrique	
NPC1L1	 Niemann-Pick	C1-like	1	
NPC1L1FoieTg	 Souris	transgéniques	exprimant	le	gène	NPC1L1	humain		

spécifiquement	dans	le	foie	
NPC1L1-KO	 Souris	invalidées	pour	NPC1L1	
	 	
OATP	 Organic	Anion	Transporting	Polypeptides	

oxPL	 Phospholipides	oxydés	à	courte	chaine	
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PAF	 Platelet-Activating	Factor	
PAF-AH	 Platelet-activating	factor	acétylhydrolase	
PCR	 Polymerase	Chain	Reaction	ou	réaction	de	polymérisation	en		

chaîne	
PCSK9	 Proprotéine	convertase	subtilisine/kexine	de	type	9	

PDZK1	 PDZ-containing	kidney	protein	1	
PGI2	 Prostacycline	
PI3K	 Phosphatidylinositol	3-kinase	
PL	 Phospholipides	
PLTP	 PhosphoLipid	Transfer	Protein	ou	protéine	de	transfert	des		

phospholipides	
PON1	 Paraoxonase	
PPAR	 Peroxisome	Proliferator-Activating	Receptor	
PPRE	 PPAR	Response	Element	
P2Y13

-/-	 Souris	invalidées	pour	le	récepteur	P2Y13	(aussi	nommées	P2Y13-KO)	
P2Y13-KO	 Souris	invalidées	pour	le	récepteur	P2Y13	(aussi	nommées	P2Y13

-/-)	
P2Y13

-/-/apoE-/-	 Souris	doublement	invalidées	pour	le	récepteur	P2Y13	et		
l’apolipoprotéine	E	(aussi	nommées	P2Y13	x	apoE	dKO)	

P2Y13	x	apoE	dKO	 Souris	doublement	invalidées	pour	le	récepteur	P2Y13	et													
l’apolipoprotéine	E	(aussi	nommées	P2Y13

-/-/apoE-/-	)	
P2Y13	x	SR-BI-KO

foie	 Souris	doublement	invalidées	pour	le	récepteur	P2Y13	et	le	récepteur	
SR-BI	hépatique	

	 	
RCT	 Transport	Retour	du	Cholestérol	
RMN	 Résonance	Magnétique	nucléaire	
RNA	 RiboNucleic	Acid	ou	acide	ribonucléique	
Rt-qPCR		 Real	time	quantitative	Polymerase	Chain	Reaction	
RXR	 Retinoid	X	Receptors	
	 	
SAA	 Sérum	Amyloïde	A	
SCARB1	 Scavenger	Receptor	Class	B	Member	1	
SF-1	 Steroidogenic	factor-1	
shRNA	 Short	hairpin	RNA,	molécule	d’ARN	interférence	
siRNA	 Petits	ARN	interférents	

SNP	 Single	Nucleotide	Polymorphism	
SPC	 Sphingosylphosphorylcholine	
SR-AI		 Scavenger	Recepteur	class	A	type	I	
SR-AII		 Scavenger	Recepteur	class	A	type	II	
SR-BI		 Scavenger	Recepteur	class	B	type	I	
SR-BII		 Scavenger	Recepteur	class	B	type	II	
SR-BIflox/flox	 Souris	ayant	le	gène	SR-BI	floxé	(aussi	nommées	hypomSR-BI)	
SR-BI-KO	 Souris	invalidées	pour	le	récepteur	SR-BI	
SR-BI-KO	x	CETP	 Souris	invalidées	pour	SR-BI	exprimant	la	CETP	humaine	
SR-BI-KOfoie	 Souris	invalidées	pour	le	récepteur	SR-BI	spécifiquement	dans	le	foie	
SR-BI-KOfoie	x	CETP	 Souris	invalidées	pour	SR-BI	spécifiquement	dans	le	foie,	exprimant		

la	CETP	humaine	
SREs	 Eléments	de	réponse	aux	stérols	



	 7

SREBPs	 Sterol	Regulatory	Element	Binding	Proteins	
S1P	 sphingosine-1-phosphate	
	 	
TG	 Triglycérides	

TGF-β	 Transforming	Growth	Factor-β	
TICE	 Trans-Intestinal	Cholesterol	Excretion	
TLR	 Toll-Like	receptors	
TNF-α	 Tumor	Necrosis	Factor-α	ou	facteur	de	nécrose	tissulaire-α	
T3	 Triiodothyronine	
	 	
VCAM-1	 Vascular	Cellular	Adhesion	Molecule-1	ou	molécule	d’adhésion	aux		

cellules	vasculaires-1	
VLDL	 Very	Low	Density	Lipoprotein	ou	lipoprotéine	de	très	basse	densité	
VLDLR	 Very	Low	Density	Lipoprotein	Receptor	
vWF	 Facteur	de	von	Villebrand	
	 	
WT	 Wild	Type	
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RÉSUMÉ	
	

 

L’effet athéroprotecteur des Lipoprotéines de Haute Densité (HDL) est principalement attribué 

à leur rôle clé dans Transport Retour du Cholestérol (RCT), un processus par lequel le cholestérol 

excédentaire des cellules périphériques est capté par les particules HDL pour être amené au foie où il 

sera préférentiellement sécrété dans la bile sous forme de cholestérol libre ou après transformation en 

acides biliaires, puis ultérieurement excrété dans les fèces. Deux voies indépendantes ont été 

identifiées comme étant impliquées dans captation hépatique du HDL. La première concerne la voie 

ecto-F1-ATPase/P2Y13 dans laquelle l’apoA-I (apolipoprotéine majoritaire des HDL) se lie à la F1-

ATPase exprimée à la surface des hépatocytes (ecto-F1-ATPase) et stimule l’hydrolyse d’ATP 

extracellulaire en ADP. L’ADP ainsi généré active spécifiquement le récepteur purinergique P2Y13 

pour stimuler l’endocytose de l’holoparticule HDL (i.e. composante protéique et lipidique) via un 

récepteur de basse affinité différent de SR-BI. Les souris invalidées pour P2Y13 (P2Y13-KO) 

présentent une diminution des sécrétions de lipides biliaires accompagnée d’une diminution du RCT 

des macrophages vers les fèces sous régime normolipidique. Un régime riche en cholestérol (1,25% 

cholestérol) accentue ce phénotype. La voie SR-BI, quant à elle, est responsable de la captation 

sélective du cholestérol estérifié par le foie. Les souris invalidées pour SR-BI spécifiquement au 

niveau du foie (SR-BI-KO
foie

) présentent une hypercholestérolémie principalement attribuée à une 

augmentation du HDL-Cholestérol (HDL-C) et du LDL-Cholestérol (LDL-C) et développent des 

plaques d’athérosclérose sous régime hypercholestérolémique. Dans une étude récente, nous avons 

montré que l’invalidation de P2Y13 dans le modèle murin pro-athérogène apoE-KO induit une 

augmentation du développement d’athérosclérose associée à une diminution des sécrétions de lipides 

biliaires et du RCT des macrophages vers les fèces. De plus, dans ces souris, l’expression hépatique 

transcriptionnelle et protéique de SR-BI était fortement augmentée par rapport aux souris apoE-KO, 

suggérant qu’un possible mécanisme de compensation pourrait exister entre les récepteurs P2Y13 et 

SR-BI. 

L’objectif de ma thèse a été d’étudier la contribution respective des récepteurs P2Y13 et SR-BI 

hépatique dans le métabolisme du HDL-C et le développement de l’athérosclérose. Nous avons croisé 

des souris P2Y13-KO avec des souris SR-BI-KO
foie

 pour obtenir des souris doublement invalidées 

(P2Y13 x SR-BI
foie

 dKO). Le phénotype métabolique des souris dKO a été étudié sous régime 

normolipidique et hypercholestérolémique ainsi que le développement d’athérosclérose sous régime 

hypercholestérolémique. Par rapport aux souris sauvages (WT), les souris dKO sous régime 

normolipidique, présentent une augmentation du cholestérol plasmatique similaire à celle observée 

chez les souris SR-BI-KO
foie

, principalement imputable à une augmentation du HDL-C et du LDL-C. 

Les souris dKO, mais pas les souris SR-BI-KO
foie

, montrent une diminution des sécrétions de lipides 

biliaires comparable à celle observée chez les souris P2Y13-KO. Ce phénotype métabolique observé 

chez les souris dKO est accentué sous régime hypercholestérolémique et est associé à une 

augmentation des plaques d’athérosclérose par rapport aux souris SR-BI-KO
foie

. 

L’ensemble des résultats montre que la délétion hépatique de SR-BI contribue 

essentiellement à une augmentation de la concentration plasmatique en cholestérol, et plus 
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particulièrement HDL-C. La délétion de P2Y13, quant à elle, n’induit aucune variation des taux 

plasmatiques de lipoprotéines mais contribue principalement à une diminution des sécrétions de 

lipides biliaires qui contribue au développement de l’athérosclérose chez les souris invalidées pour 

SR-BI hépatique. Ces résultats soutiennent le concept selon lequel le flux de cholestérol transporté 

par les HDL des tissus périphériques vers le foie et les voies de sécrétions biliaires est plus important 

dans l’athéroprotection que la concentration statique en HDL-C. L’activation du récepteur P2Y13 

constitue une approche thérapeutique intéressante pour cibler les HDL contre le développement de 

l’athérosclérose.  
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ABSTRACT	
 
 

The atheroprotective effect of High Density Lipoproteins (HDL) is mostly attributed to their 

central role in Reverse Cholesterol Transport (RCT), a process whereby excess cholesterol is taken 

up from peripheral cells to be processed into HDL particles, then later delivered to the liver where it is 

preferentially secreted into the bile, either as free cholesterol or after transformation into bile acids, to 

be further excreted into the feces. Two independent pathways have been identified as being involved 

in the hepatic HDL uptake. The first one involves the ecto-F1-ATPase/P2Y13 pathway. Briefly, apoA-I 

(main HDL apolipoprotein) binds to the F1-ATPase expressed ectopically at the surface of the 

hepatocyte (ecto-F1-ATPase) and stimulates hydrolysis of extracellular ATP into ADP. The generated 

ADP selectively activates the purinergic receptor P2Y13 resulting in subsequent endocytosis of the 

HDL-holoparticle (i.e. protein and lipid moieties) through a low-affinity binding site distinct from SR-BI. 

Mice deficient for P2Y13 display decreased biliary lipid secretion associated to an impaired 

macrophage-to-feces RCT when fed a Chow Diet (CD), phenotype emphasized when fed a High 

Cholesterol Diet (HCD). Differently, the SR-BI pathway mediates selective HDL-cholesteryl ester 

uptake by the liver. Mice with liver-specific SR-BI deficiency (SR-BI-KO
liver

) display a 

hypercholesterolemia mainly due to an increase on HDL-Cholesterol (HDL-C) and LDL-Cholesterol 

(LDL-C) and develop atherosclerosis when fed a HCD. In a recent study, we showed that P2Y13 

extinction in the pro-atherogenic mouse model apoE-KO resulted in an increase of atherosclerotic 

plaque development associated to a decreased biliary lipid secretion and macrophage-to-feces RCT. 

Moreover, in these mice, mRNA and protein level of hepatic SR-BI were consistently increased as 

compared to apoE KO mice, suggesting that a possible compensatory mechanism might exist 

between P2Y13 and SR-BI receptors.  

My thesis aimed to study the respective contribution of P2Y13 and hepatic SR-BI in HDL-C 

metabolism and atherosclerosis development. We crossbred P2Y13 KO with SR-BI KO
liver

 mice and 

obtained double knockout mice (P2Y13 x SR-BI
liver

 dKO). The phenotype of dKO mice was analysed 

with regards to HDL-C metabolism either on CD or after 20 weeks of HCD, and to atherosclerosis 

development on HCD. When fed a CD, dKO mice, showed an increase in plasma cholesterol 

compared to WT mice similar to that observed in SR-BI KO
liver

 mice, mainly due to an increase in HDL-

C. DKO, but not SR-BI KO
liver

 mice, showed impaired biliary lipid secretion to the same extent than 

P2Y13 KO mice. HCD accentuated the metabolic phenotype of dKO mice, with an increase in 

atherosclerotic lipid lesions in dKO mice compared to SR-BI KO
liver

 mice. 

The phenotypic features of P2Y13 x SR-BI
liver 

dKO mice show that hepatic extinction of SR-BI 

essentially contributes to an increase of HDL-C levels. Conversely, P2Y13 extinction does not induce 

any change in plasma lipoprotein levels but mainly contributes to a decrease of hepato-biliary 

cholesterol secretions, which translates into an increased atherosclerosis development, on top of SR-

BI hepatic extinction. These results support the concept that the dynamic flux of cholesterol 

transported by HDL from macrophage foam cells to the liver for further bile secretion is essential for 

athero-protection rather than steady-state HDL-C concentration. In the future of HDL-therapies, P2Y13 

receptor activation constitutes an interesting therapeutic approach against atherosclerosis 
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development. 
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AVANT-PROPOS	
	

Les	 pathologies	 cardiovasculaires	 associées	 à	 l’athérosclérose	 représentent	 l’une	 des	

premières	 causes	de	mortalité	et	de	morbidité	dans	 les	pays	 industrialisés.	De	nombreuses	études	

épidémiologiques	 ont	 mis	 en	 évidence	 une	 association	 négative	 entre	 le	 taux	 plasmatique	 des	

lipoprotéines	 de	 haute	 densité	 (HDL)	 et	 l’incidence	 des	 maladies	 cardiovasculaires.	 Les	 HDL	 ont	

plusieurs	effets	athéroprotecteurs	mais	leur	rôle	athéroprotecteur	est	principalement	attribué	à	leur	

participation	dans	le	Transport	Retour	du	Cholestérol	(RCT)	dans	lequel	les	HDL	captent	le	cholestérol	

des	tissus	périphériques	pour	le	ramener	vers	le	foie	ou	il	sera	éliminé	par	les	secrétions	biliaires	sous	

forme	de	cholestérol	libre	ou	d’acides	biliaires.		

Dans	 ce	 contexte,	 notre	 équipe	 de	 recherche	 s’intéresse	 depuis	 plusieurs	 années	 au	

métabolisme	des	HDL	et	plus	précisément	à	la	captation	hépatique	de	ces	lipoprotéines	qui	constitue	

l’une	des	dernières	étapes	du	RCT.	Les	travaux	de	l'équipe	ont	permis	d'identifier	une	nouvelle	voie	

de	 captation	 des	 HDL,	 la	 voie	 ecto-F1-ATPase/P2Y13.	 Dans	 cette	 voie,	 la	 liaison	 de	 l’apoA-I,	

l’apolipoprotéine	 majoritaire	 des	 HDL,	 sur	 une	 F
1
-ATPase	 exprimée	 à	 la	 surface	 des	 hépatocytes	

(ecto-F
1
-ATPase)	 stimule	 son	 activité	 ATP	 hydrolase.	 L’ADP	 extracellulaire	 ainsi	 généré	 va	 induire	

l’activation	 du	 récepteur	 purinergique	 P2Y
13	 conduisant	 à	 l’endocytose	 des	 holoparticules	 HDL	

(composante	 protéique	 et	 lipidique)	 par	 un	 site	 de	 liaison	de	basse	 affinité	 différent	 de	 SR-BI.	 Les	

souris	invalidées	pour	P2Y13	(P2Y13-KO)	présentent	une	diminution	des	sécrétions	de	lipides	biliaires	

accompagnée	d’une	diminution	du	RCT	des	macrophages	vers	les	fèces	sous	régime	normolipidique.	

Un	 régime	 riche	en	cholestérol	 (1,25%	cholestérol)	accentue	ce	phénotype.	A	 l’inverse,	 l’activation	

pharmacologique	de	P2Y13	augmente	le	turn-over	de	HDL	plasmatique	et	leur	captation	hépatique,	ce	

qui	 résulte	en	une	augmentation	de	 l’élimination	de	cholestérol	via	 les	 secrétions	biliaires.	 La	voie	

SR-BI,	quant	à	elle,	est	responsable	de	la	captation	sélective	du	cholestérol	estérifié	par	 le	foie.	Les	

souris	 invalidées	 pour	 SR-BI	 spécifiquement	 au	 niveau	 du	 foie	 (SR-BI-KOfoie)	 présentent	 une	

hypercholestérolémie	principalement	attribuée	à	une	augmentation	du	HDL-Cholestérol	 (HDL-C)	et	

de	 LDL-Cholestérol	 (LDL-C)	 et	 développent	 des	 plaques	 d’athérosclérose	 sous	 régime	

hypercholestérolémique.	 Dans	 une	 étude	 récente,	 nous	 avons	 montré	 que	 l’invalidation	 de	 P2Y13	

dans	 le	 modèle	 murin	 pro-athérogène	 apoE-KO	 induit	 une	 augmentation	 du	 développement	

d’athérosclérose	 associée	 à	 une	 diminution	 des	 sécrétions	 de	 lipides	 biliaires	 et	 du	 RCT	 des	

macrophages	 vers	 les	 fèces.	 De	 plus,	 dans	 ces	 souris,	 l’expression	 hépatique	 transcriptionnelle	 et	

protéique	 de	 SR-BI	 était	 fortement	 augmentée	 par	 rapport	 aux	 souris	 apoE-KO,	 suggérant	 qu’un	

mécanisme	de	compensation	pourrait	exister	entre	les	récepteurs	P2Y13	et	SR-BI.	Ainsi,	au	cours	de	

mon	doctorat,	je	me	suis	intéressée	à	la	contribution	respective	des	récepteurs	P2Y13	et	SR-BI	dans	le	
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métabolisme	du	HDL-C	et	 le	 développement	de	 l’athérosclérose,	 les	 voies	 ecto/F1-ATPase/P2Y13	 et	

SR-BI	 pouvant	 constituer	 une	 potentielle	 nouvelle	 cible	 thérapeutique	 dans	 le	 traitement	 de	

l’athérosclérose.	Nous	 avons	 croisé	 des	 souris	 P2Y13-KO	avec	 des	 souris	 SR-BI-KO
foie	 pour	 d'obtenir	

des	souris	doublement	invalidées	(P2Y13	x	SR-BI
foie	dKO).	Nous	avons	ensuite	caractérisé	le	phénotype	

métabolique	 de	 ces	 souris	 en	 condition	 de	 normolipémie	 et	 d’hypercholestérolémie	 ainsi	 que	 le	

développement	 de	 l’athérosclérose	 en	 condition	 d'hypercholestérolémie.	 Ces	 travaux	 nous	 ont	

permis	 de	 montrer	 que	 l’invalidation	 hépatique	 de	 SR-BI	 contribue	 essentiellement	 aux	

concentrations	 plasmatiques	 de	 HDL-C	 alors	 que	 l’invalidation	 de	 P2Y13	 contribue	 essentiellement	

aux	sécrétions	hépato-biliaires	de	cholestérol	et	agit	de	façon	importante	sur	le	développement	de	la	

plaque	d’athérosclérose	chez	les	souris	invalidées	pour	SR-BI	hépatique.	

Afin	 de	 mieux	 aborder	 l’ensemble	 de	 ces	 résultats,	 ce	 mémoire	 est	 composé	 d’une	

introduction	bibliographique,	avec	un	premier	chapitre	décrivant	dans	un	premier	temps	les	HDL	et	

leurs	propriétés	pléïotropes	athéroprotectrices	et	dans	un	deuxième	temps	les	différentes	étapes	du	

RCT	et	l'impact	de	certains	acteurs	clés	du	RCT	dans	le	métabolisme	des	HDL	et	le	dévéloppement	de	

l’athérosclérose.	 Le	 second	 chapitre	 décrira	 les	 voies	 de	 captation	 hépatique	 des	 HDL,	 ecto-F1-

ATPase/P2Y13	et	SR-BI,	en	détaillant	l’apport	des	études	menées	chez	des	modèles	animaux	ainsi	que	

les	 études	 menées	 chez	 l’homme	 impliquant	 ces	 voies.	 Le	 troisième	 chapitre	 discutera	 d’une	

nouvelle	 façon	 d’appréhender	 le	 paradigme	 des	 HDL	 dans	 la	 prévention	 et	 le	 traitement	 de	

l’athérosclérose.	Et	enfin,	le	quatrième	chapitre	sera	consacré	aux	différents	résultats	expérimentaux	

obtenus	au	cours	de	ce	doctorat	et	aux	perspectives	ouvertes	par	ces	travaux.		

	

	

Bonne	lecture.	
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CHAPITRE	I	:	

	

LES	LIPOPROTÉINES	DE	HAUTE	DENSITÉ	
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Il	existe	deux	voies	d’apport	du	cholestérol	aux	cellules	de	l’organisme	:	l’apport	alimentaire	

dit	 “exogène”	 et	 l’apport	 “endogène”	 correspondant	 au	 cholestérol	 synthétisé	 par	 l’organisme,	

majoritairement	par	le	foie.	Chez	l’homme,	le	pourcentage	de	contribution	de	chacune	de	ces	voies	

est	de	30%	et	70%	respectivement	:	l’alimentation	fournit	environ	400	mg	de	cholestérol	par	jour	et	

le	foie	synthétise	environ	1g	de	cholestérol	par	jour	(Grundy,	1983).	Le	cholestérol	étant	un	composé	

très	hydrophobe,	il	est	insoluble	dans	les	liquides	biologiques	(sang,	lymphe,	..).	Afin	d’être	véhiculé	

aux	cellules	de	l’organisme,	le	cholestérol	ainsi	que	d’autres	lipides	(triglycérides	ou	phospholipides	

essentiellement)	sont	transportés	dans	la	circulation	lymphatique	et	plasmatique	par	des	particules	

spécialisées,	les	lipoprotéines	(Figure	1).	Les	lipoprotéines	sont	des	assemblages	macromoléculaires	

formés	d’un	cœur	hydrophobe	composé	de	triglycérides	(TG)	et	de	cholestérol	estérifié	(CE),	et	d’une	

couche	périphérique	amphipathique	contenant	des	phospholipides	(PL),	du	cholestérol	 libre	(CL)	et	

des	apolipoprotéines.		

On	distingue	principalement	 4	 classes	de	 lipoprotéines	qui	 assurent	 chacune	des	 fonctions	

particulières	et	qui	sont	classiquement	séparées	suivant	leur	densité	:	les	chylomicrons	(d<1,006),	les	

lipoprotéines	 de	 très	 basse	 densité	 ou	 VLDL	 (Very	 Low	 Density	 Lipoprotein,	 1,006<d<1,019),	 les	

lipoprotéines	de	basse	densité	ou	LDL	(Low	Density	Lipoprotein,	1,019<d<1,063)	et	les	lipoprotéines	

de	 haute	 densité	 ou	 HDL	 (High	 Density	 Lipoprotein,	 1,063<d<1,21).	 Les	 chylomicrons	 et	 les	 VLDL,	

respectivement	 d’origine	 intestinale	 et	 hépatique,	 ont	 pour	 rôle	 principal	 le	 transport	 des	

triglycérides	 alors	 que	 les	 LDL,	 issues	 de	 la	 lipolyse	 des	 VLDL,	 assurent	 l’approvisionnement	 des	

cellules	en	cholestérol.	Une	des	fonctions	principales	des	HDL	d’origine	hépatique	et	intestinale,	est	

le	transport	du	cholestérol	“excédentaire”	des	cellules	périphériques	vers	le	foie	où	il	sera	éliminé	via	

les	voies	biliaires,	processus	appelé	Transport	Retour	du	Cholestérol	(Reverse	Cholesterol	Transport,	

RCT).	 Cette	 voie,	 qui	 sera	 détaillée	 ultérieurement	 dans	 ce	 chapitre,	 assure	 l’élimination	 du	

cholestérol	 de	 l’organisme	 et	 contribue	 ainsi	 aux	 effets	 protecteurs	 des	 HDL	 vis	 à	 vis	 de	

l’athérosclérose.	Chez	 l'homme,	 la	Cholesteryl	Ester	Transfer	Protein	 (CETP)	qui	 transfère	 le	CE	des	

HDL	 vers	 les	 LDL	 et	 VLDL	 en	 échange	 de	 leurs	 TG,	 offre	 une	 voie	 alterne	 de	 Transport	 Retour	 du	

Cholestérol	par	l’intermédiaire	du	récepteur	aux	LDL	(LDLR).	La	CETP	est	absente	chez	la	souris.		Par	

ailleurs,	 il	 a	 récemment	 été	mis	 en	 évidence	 une	 voie	 alternative	 d’élimination	 du	 cholestérol	 de	

l’organisme,	 appelée	 TICE	 (Trans-Intestinal	 Cholesterol	 Excretion),	 par	 laquelle	 le	 cholestérol	

circulant	est	directement	absorbé	au	niveau	du	pôle	basolatéral	des	entérocytes	puis	sécrété	dans	la	

lumière	intestinale	(Temel	&	Brown,	2015).		
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lipoprotéines:	la	Phospholipid	Transfer	Protein	(PLTP)	et	la	Cholesteryl	Ester	Transfer	Protein	(CETP)	

(Kontush	&	Chapman,	2006).	

Les	avancées	de	 la	spectrométrie	de	masse	de	ces	dernières	années	ont	permis	d’isoler	un	

grand	 nombre	 de	 protéines	 du	 protéome	 des	 HDL	 (Vickers	 &	 Remaley,	 2014).	 Actuellement,	 95	

protéines	ont	été	identifiées	dans	3	études	séparées,	de	3	laboratoires	indépendants	(HDL	Proteome	

Watch).	 Celles-ci	 sont	 impliquées	 dans	 une	 grande	 variété	 d’activités	 telles	 que	 le	 transport	 et	 la	

liaison	de	lipides,	l’hémostase,	la	liaison	aux	métaux,	les	activités	antioxydantes	ou	encore	la	réponse	

immunitaire.		

	

1.2.2.	Lipidome.	

Le	lipidome	des	HDL	se	réfère	à	la	totalité	des	lipides	qui	constituent	les	HDL	;	on	parle	aussi	

de	profil	 lipidique	des	HDL.	A	 ce	 jour,	 le	 lipidome	des	HDL	est	 composé	de	plus	de	200	 lipides.	 La	

teneur	des	HDL	en	composants	lipidiques	majeurs	a	été	analysée	dans	plusieurs	études	et	varie	selon	

la	 sous-population	 de	 HDL,	 temoignant	 du	 remodelage	 dynamique	 permanent	 des	 HDL	 dans	 le	

plasma	(Kontush,	Lhomme,	&	Chapman,	2013).	

La	 composition	 lipidique	 des	 HDL	 contribue	 aux	 propriétés	 athéroprotectrices	 des	 HDL	

(Kontush	et	al.,	2013).	Par	exemple,	la	quantité	et	la	qualité	des	phospholipides	contribuent	à	l’efflux	

de	 cholestérol	des	 cellules	périphériques	 vers	 les	HDL	 (les	phospholipides	 insaturés	à	 l’état	 liquide	

sont	 des	meilleurs	 accepteurs	 de	 cholestérol	 que	 leurs	 analogues	 saturés	 en	 état	 gel)	 (Jian	 et	 al.,	

1998)	 (Yancey	 et	 al.,	 2000).	 Les	 HDL	 transportent	 également	 des	 lipides	 bioactifs	 tels	 que	 la	

sphingosine-1-phosphate	(S1P)	qui	joue	un	rôle	important	dans	la	protection	endothéliale	grâce	à	ses	

propriétés	 vasodilatatrices	 et	 antiapoptotiques	 qui	 passent	 par	 l’activation	 de	 l’oxyde	 nitrique	

synthase	endothéliale	(eNOS)	(Mineo	et	al.,	2006)	(J.	R.	Nofer	et	al.,	2004)	(Igarashi	&	Michel,	2008)	

(Matsuo	et	al.,	2007).	

	

1.2.3.	Métabolome.	

En	plus	des	lipides	et	des	protéines,	les	HDL	transportent	aussi	tout	un	répertoire	de	petites	

molécules	 regroupées	 sous	 le	 nom	 de	 métabolome	 des	 HDL	 (Vickers	 &	 Remaley,	 2014).	 Dans	 ce	

répertoire	 nous	 retrouvons	 des	 vitamines	 liposolubles	 comme	 la	 vitamine	 E	 (α-tocophérol),	 la	

vitamine	D,	la	vitamine	A	(rétinol)	ou	ses	précurseurs,	les	caroténoïdes.	Nous	retrouvons	également	

des	 hormones	 et	 stéroïdes	 telles	 que	 la	 tétraiodotyronine	 (thyroxine)	 ou	 l’œstradiol,	 la	

pregnénolone	 et	 la	 déhydroépiandrostérone.	 Ces	 hormones	 pourraient	 agir	 comme	 régulateurs	

transcriptionnels	 ou	 pourraient	 servir	 de	 précurseurs	 pour	 la	 synthèse	 cellulaire	 des	 stéroïdes	

(Vickers	 &	 Remaley,	 2014).	 Parmi	 les	multiples	molécules	 véhiculées	 par	 les	 HDL	 on	 retrouve	 des	
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acides	 biliaires.	 Dans	 la	 circulation	 la	majorité	 des	 acides	 biliaires	 sont	 sous	 forme	 libre	 ou	 liée	 à	

l’albumine	et	se	retrouvent	dans	 la	circulation	portale	hépatique	et	en	moindre	proportion	dans	 la	

circulation	systémique	(reflet	de	la	circulation	entéro-hépatique).	

	

1.2.4.	Transcriptome.	

Vickers	 et	 al.	 ont	 démontré	 que	 les	 HDL	 circulantes	 transportent	 diverses	 espèces	 d'ARN	

(acides	ribonucléiques	ou	RiboNucleic	Acid)	non	codants,	telles	que	des	fragments	de	Ribonucléase	P	

(ribonucléase	qui	clive	l’ARN),	des	fragments	dérivés	de	tRNA	(tRFs)	(fragments	des	ARN	de	transfert	

dont	la	fonction	n’est	pas	totalement	élucidée),	et	enfin	des	microRNA	(miRNA).	Les	miRNA	sont	des	

petits	ARN	non	codants	(environ	22	nt)	qui	contrôlent	l’expression	des	ARNm	(ARN	messagers)	avec	

des	séquences	complémentaires.	Plus	de	90%	des	miRNA	extracellulaires	sont	empaquetés	avec	des	

protéines	telles	que	les	HDL	ou	Ago2	alors	que	les	10%	restants	sont	contenus	dans	des	LDL	ou	des	

particules	telles	que	des	exosomes,	des	microvésicules	ou	des	corps	apoptotiques	(Zhu	&	Fan,	2011)	

(Vickers	et	al.,	2011)	(Chen	et	al.,	2012)	(Arroyo	et	al.,	2011).	Les	travaux	de	Vickers	et	al.	suggèrent	

que	 les	miRNA	transportés	par	 les	HDL	peuvent	être	délivrés	aux	cellules	et	altérer	 l’expression	de	

leurs	gènes	cibles	au	sein	de	la	cellule	(Vickers	et	al.,	2011).	Parmi	les	miRNA	retrouvés	à	plus	haute	

concentration	dans	les	HDL,	se	trouvent	le	miR-223,	le	miR-126	et	le	miR-92a	(Wagner	et	al.,	2013).	

Le	 miR-223,	 qui	 compte	 pour	 8%	 de	 l’ensemble	 des	 miRNA	 circulants	 a	 été	 très	 étudié	 et	 serait	

impliqué	dans	le	métabolisme	glucidique	des	cardiomyocytes,	la	granulopoïèse	ou	la	différenciation	

ostéoclastique	(Wagner	et	al.,	2013)	(Vickers	et	al.,	2011).		

	

2.	Les	HDL	et	leurs	fonctions.	
	

Les	 HDL	 possèdent	 plusieurs	 propriétés	 protectrices	 vis	 à	 vis	 de	 l’athérosclérose.	 Cet	 effet	

protecteur	des	HDL	est	attribué	en	grande	partie	à	leur	rôle	primordial	dans	le	Transport	Retour	du	

Cholestérol,	 mais	 est	 également	 associé	 aux	 effets	 pléiotropes	 de	 ces	 lipoprotéines	 sur	 la	 paroi	

vasculaire	 (anti-inflammatoires,	 antioxydantes,	 antithrombotiques...).	 Les	 différentes	 sous-

populations	de	HDL	de	par	leur	taille	et	leur	composition	auront	des	fonctionnalités	différentes.		

	

2.1.	Propriétés	pléiotropes	des	HDL.	

Un	évènement	majeur	impliqué	dans	l’initiation	de	la	formation	de	la	plaque	d’athérome	est	

la	dysfonction	endothéliale	(modification	du	profil	de	l’endothélium	vers	un	profil	vasoconstricteur,	

inflammatoire	et	thrombotique),	qui	induit	une	infiltration	des	LDL	dans	l’espace	sous-endothélial	où	

elles	seront	oxydées.	Les	LDL	oxydées	(LDLox)	sont	extrêmement	pro-athérogènes	et	inflammatoires.	
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En	 effet,	 les	 LDLox	 ainsi	 que	 différentes	 cytokines	 inflammatoires	 (Facteur	 de	 nécrose	 tissulaire	 :	

TNFa	 et	 Interleukine-1	:	 IL-1)	 vont	 induire	 l’activation	 de	 l’endothélium	 qui	 va	 exprimer	 de	

nombreuses	molécules	d’adhérence	des	 leucocytes	 telles	que	 la	molécule	d’adhérence	aux	cellules	

vasculaires-1	 (VCAM-1),	 la	molécule	 intercellulaire	 d’adhérence-1	 (ICAM-1)	 et	 les	 E	 et	 P-sélectines	

(O’Connell	 &	 Genest,	 2001).	 Les	 LDLox	 vont	 également	 participer	 à	 la	 sécrétion	 par	 les	 cellules	

endothéliales	de	molécules	chimio-attractantes	comme	MCP-1	(Monocyte	Chemoattractant	Protein-

1)	et	de	 facteurs	de	croissance	comme	 le	M-CSF	 (Macrophage	Colony-Stimulating	Factor),	qui	vont	

respectivement	 induire	 la	 migration	 des	 monocytes	 dans	 l’espace	 sous-endothélial,	 et	 la	

différenciation	 des	 monocytes	 en	 macrophages	 (Young	 &	 McEneny,	 2001).	 Ainsi,	 les	 monocytes	

circulants	 vont	 se	 lier	 aux	 molécules	 d’adhérence	 à	 la	 surface	 de	 l’endothélium,	 pénétrer	 dans	

l’espace	 sous-endothélial,	 guidés	 par	 les	 cytokines	 chimio-attractantes	 (telles	 que	 MCP-1),	 et	 se	

différencier	 en	 macrophages	 sous	 l’effet	 de	 facteurs	 de	 croissance	 (tels	 que	 M-CSF).	 Les	

macrophages	phagocytent	les	LDLox	via	des	récepteurs	scavengers	tels	que	les	Scavenger	Receptors	

class	A	types	I	et	II	(SR-AI	et	SR-AII),	CD36,	CD68	et	les	Scavenger	Receptors	class	B	types	I	et	II	(SR-BI	

et	 SR-BII)	 (Mendoza	 et	 al.,	 2013)	 (Levitan	 et	 al.,	 2010).	 Les	 LDLox	 s’accumulent	 au	 sein	 des	

macrophages	 qui	 se	 transforment	 en	 macrophages	 spumeux.	 Des	 macrophages	 spumeux,	 et	 en	

moindre	mesure,	des	 lymphocytes	 s’accumulent	dans	 la	paroi	 artérielle.	 Les	 LDLox	 intravasculaires	

vont	 activer	 les	 macrophages	 via	 les	 récepteurs	 CD36	 et	 TLR	 (Toll-Like	 receptors,	 TLR4	 et	 TLR6)	

exprimés	 à	 leur	 surface	 et	 initier	 une	 cascade	 d’inflammation	(production	 de	 cytokines	 pro-

inflammatoires,	 de	MPPs	 (Matrix	Metalloproteases),	 et	de	 facteurs	procoagulants)	 (Hansson	et	 al.,	

2006)	(Stewart	et	al.,	2010).	En	parallèle	les	cellules	musculaires	lisses,	constituants	majoritaires	de	la	

média,	 tunique	 moyenne	 des	 artères,	 vont	 proliférer	 sous	 l’action	 des	 MMPs	 (exprimées	 par	 les	

macrophages	et	les	cellules	endothéliales)	et	former	la	chape	cellulaire	et	fibreuse.	L’infiltration	des	

cellules	immunitaires,	l’apoptose	des	cellules	et	la	dégradation	de	la	matrice	extracellulaire	peuvent	

générer	 une	 chape	 fibreuse	 mince	 et	 instable	 formée	 d’un	 noyau	 nécrotique	 riche	 en	 lipides.	

L’instabilité	de	la	plaque	peut	induire	la	formation	d’un	thrombus.		

Ainsi,	 l’athérosclérose	 est	 une	 pathologie	 qui	 fait	 intervenir	 de	 façon	 importante	 des	

processus	d’oxydation,	d’inflammation,	d’apoptose	des	cellules,	de	vasoconstriction	artérielle	locale	

et	dans	le	cas	de	plaque	d’athérome	instable,	des	processus	thrombotiques.	L’effet	athéroprotecteur	

des	HDL,	bien	qu’il	soit	en	grande	partie	attribué	au	rôle	des	HDL	dans	 le	mécanisme	du	Transport	

Retour	du	Cholestérol	(RCT),	est	également	attribué	aux	propriétés	pléïotropes	des	HDL	qui	incluent	

leurs	 propriétés	 antioxydantes,	 anti-inflammatoires,	 protectrices	 de	 l’endothélium	 vasculaire	 et	

antithrombotiques.	
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2.1.1.	Activité	antioxydante.	

	

L’oxydation	 des	 LDL	 dans	 l’espace	 sous-endothélial	 est	 considérée	 comme	 un	 phénomène	

majeur	dans	l’initiation	et	le	développement	de	la	plaque	d’athérome.	Les	LDL	oxydées	contiennent	

de	 nombreux	 lipides	 oxydés	 toxiques	 tels	 que	 des	 peroxydes	 lipidiques,	 des	 aldéhydes	 et	 des	

oxystérols.	

L’oxydation	de	 ces	 derniers	 a	 lieu	 dans	 le	milieu	 intravasculaire	 lorsqu’il	 y	 a	 un	déséquilibre	 entre	

facteurs	pro-oxydants	 tels	 que	 les	 radicaux	 libres	 et	 les	 facteurs	 antioxydants	 (stress	oxydant).	 Les	

lipides	 polyinsaturés	 subissent	 dans	 un	 premier	 temps	 l'action	 de	 radicaux	 libres	 oxygénés,	 et	

notamment	du	radical	OH.,	 lui-même	formé	secondairement	à	 la	production	d'anions	superoxydes.	

Plusieurs	 enzymes	 sont	 impliquées	 dans	 la	 génération	 de	 radicaux	 libres	 oxygénés	 et	 dans	 la	

peroxydation	 lipidique	 (myeloperoxydase,	 NADPH	 (Nicotinamide	 Adénine	 Dinucléotide	 Phosphate)	

oxydase,	lipoxygénase)	(Yoshida	&	Kisugi,	2010)(Yoshida	&	Kisugi,	2010).	La	peroxydation	des	acides	

gras	polyinsaturés	conduit	à	la	génération	en	chaîne	des	radicaux	peroxyl	et	de	peroxydes	lipidiques	

et	 finalement,	 à	 la	 fragmentation	des	 chaînes	 d'acides	 gras	 et	 à	 la	 libération	d'aldéhydes	 qui	 vont	

interagir	avec	les	fonctions	amines	des	protéines.	Cette	forme	pro-athérogène	des	LDL	est	captée	par	

les	récepteurs	scavengers	des	macrophages,	s’accumulera	au	sein	des	macrophages	spumeux	et	aura	

des	 effets	 inflammatoires	 multiples	 (induction	 de	 l’expression	 de	 molécules	 d’adhérence	 par	 les	

cellules	 endothéliales	 et	 activation	 TLR-dépendante	 des	 macrophages).	 Les	 LDLox	 sont	 aussi	

responsables	 d’effets	 délétères	 tels	 que	 l’apoptose	 des	 cellules	 endothéliales	 et	 la	 rupture	 de	 la	

chape	 fibreuse	 via	 la	 sécrétion	 de	 métalloprotéases	 (Hansson	 et	 al.,	 2006)	 (Libby,	 2008).	 Chez	

l’humain,	 il	 a	 été	 démontré	 que	 les	 LDLox	 peuvent	 également	 se	 retrouver	 dans	 la	 circulation	

sanguine	 où	 leurs	 taux	 élevés	 sont	 considérés	 comme	 un	 marqueur	 de	 risque	 des	 maladies	

cardiovasculaires	 (Holvoet	 et	 al.,	 2001)	 (Schwedhelm	et	 al.,	 2004)	 (Meisinger	 et	 al.,	 2005).	Un	 des	

effets	athéroprotecteurs	des	HDL	consiste	en	la	prévention	ou	la	diminution	de	l’oxydation	des	LDL.	

Un	 des	 mécanismes	 majoritaires	 par	 lequel	 les	 HDL	 réduisent	 l’oxydation	 des	 LDL	 est	 le	

transfert	des	 lipides	oxydés	délétères	des	 LDL	 vers	 les	HDL.	Ces	 lipides	 concernent	notamment	 les	

lipides	 hydroperoxydes	 (LOOH)	mais	 aussi	 des	 phospholipides	 oxydés	 à	 courte	 chaîne	 (oxPL).	 Leur	

transfert	se	fait	directement	entre	les	monocouches	de	phospholipides	à	la	surface	des	lipoprotéines,	

soit	 de	 façon	 spontanée	 soit	 par	 l’intermédiaire	 de	 protéines	 de	 transfert	 des	 lipides	 telles	 que	 la	

CETP	(Vila,	Korytowski,	&	Girotti,	2002)	(Girotti,	2009)	(Christison,	Rye,	&	Stocker,	1995).	Les	lipides	

oxydés	 transférés	aux	HDL	sont	ensuite	éliminés	de	 la	circulation	via	 le	 foie,	 soit	 sous	sa	 forme	de	

lipide	 oxydé,	 soit	 sous	 forme	 de	 produit	 inactif	 après	 inactivation	 par	 les	 HDL	 (Bowry,	 Stanley,	 &	

Stocker,	1992).	L’apoA-I	est	notamment	capable	de	lier	et	inactiver	les	LOOH	in	vitro	ainsi	que	in	vivo	
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après	injection	chez	la	souris	ou	perfusion	chez	l’homme	(Navab	et	al.,	2000b)	(Kotosai	et	al.,	2013).	

L’hydrolyse	 des	 LOOH	 par	 l’apoA-I	 fait	 appel	 à	 un	 processus	 qui	 implique	 l’oxydation	 de	 résidus	

méthionine	de	l’apoA-I	et	leur	hydrolyse	successive	par	des	méthionine	sulfoxyde	réductases	(Garner	

et	al.,	1998)	(Panzenböck	&	Stocker,	2005)		(Zerrad-Saadi	et	al.,	2009).	De	plus	les	HDL	transportent	

plusieurs	 enzymes	 anti-oxydantes	 telles	 que	 la	 PON1,	 PAF-AH	 et	 LCAT	 et	 la	 GSPx,	 capables	

d’hydrolyser	les	lipides	oxydés	(Navab	et	al.,	2000a)	(Mackness,	Arrol,	&	Durringtorm,	1991)(Watson	

et	 al.,	 1995a)	 (A.	 D.	Watson	 et	 al.,	 1995b)	 (Arthur,	 2000)	 (Goyal	 et	 al.,	 1997).	 PON1	 joue	 un	 rôle	

antioxydant	 important	(Duell	&	Malinow,	1997)	(Evans	et	al.,	1997).	Chez	 les	souris	 invalidées	pour	

PON1,	 comparées	aux	 souris	 sauvages,	on	observe	une	 susceptibilité	accrue	à	 l’oxydation	des	HDL	

ainsi	qu’au	développement	de	l’athérosclérose	sous	régime	enrichi	en	graisses	et	cholestérol	(Shih	et	

al.,	1998).		

Les	 HDL	 petites	 et	 denses	 caractérisées	 par	 une	 concentration	 importante	 en	 apoA-I,	 une	

activité	des	enzymes	PON1,	LCAT	et	PAF-AH	élevée	et	un	ratio	sphingomyéline/phosphatidylcholine	

faible,	exercent	une	puissante	activité	antioxydante	par	rapport	aux	HDL	larges	et	légères	(telles	que	

les	HDL2)	(Zerrad-Saadi	et	al.,	2009).	

	

2.1.2.	Activité	anti-inflammatoire.		

	

Les	HDL	jouent	un	rôle	anti-inflammatoire	important	illustré	par	leurs	actions	multiples	dont,	

la	diminution	de	 l’expression	de	molécules	d’adhérence	par	 les	cellules	endothéliales,	 l’inhibition	

de	l’adhérence	des	leucocytes	à	l’endothélium,	et	l’inhibition	de	l’activation	des	leucocytes	et	leur	

infiltration	dans	l’espace	sous-endothélial.		

In	 vitro,	 dans	 des	 cellules	 endothéliales	 (HUVEC),	 les	 HDL	 peuvent	 inhiber,	 à	 des	 doses	

physiologiques,	 l’induction	 de	 l’expression	 des	 molécules	 d’adhérence	 VCAM-1,	 ICAM-1	 et	 E-

sélectine	par	le	TNFa	ou	l’IL-1	(Cockerill	et	al.,	1995).	Cette	capacité	inhibitrice	des	HDL	pourrait	être	

associée	à	l’apoA-I	lipidée	et	à	certaines	espèces	de	phosphatidylcholines	constituants	les	HDL	et	fait	

appel	 à	 une	 activation	 du	 récepteur	 SR-BI	 et	 de	 sa	 protéine	 adaptatrice	 PDZK1	 (PDZ-containing	

kidney	 protein	 1)	 qui	 déclenche	 une	 voie	 de	 signalisation	 intracellulaire	 faisant	 intervenir	 la	

phosphatidylinositol	3-kinase	(PI3K)	et	eNOS	(Figure	4)	(Baker	et	al.,	1999)	(Baker	et	al.,2000)	(Kimura	

et	al.,	2006).	Les	HDL	ont	également	la	capacité	d’inhiber	directement	l’adhérence	des	monocytes	et	

des	 polynucléaires	 neutrophiles	 à	 l’endothélium.	 Murphy	 et	 al.	 ont	 montré	 aussi	 bien	 sur	 des	

monocytes	 que	 sur	 des	 polynucléaires	 neutrophiles	 isolés	 de	 sang	 total	 humain,	 que	 les	 HDL	

essentiellement	via	l’apoA-I,	diminuent	l’expression	de	CD11b,	molécule	d’adhérence	à	la	surface	des	

monocytes	 et	 neutrophiles	 activés	 interagissant	 avec	 VCAM-1	 et	 ICAM-1	 présents	 à	 la	 surface	 de	
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l'endothélium.	Ceci	 a	été	 confirmé	chez	 l’homme	où	une	perfusion	de	HDL	 reconstituées	 chez	des	

patients	 atteints	 de	 maladies	 vasculaires	 périphériques	 induit	 une	 diminution	 significative	 de	

l’expression	 de	 CD11b	 par	 les	 leucocytes	 et	 donc	 une	 inhibition	 de	 leur	 activation.	 L’inhibition	 de	

l’expression	de	CD11b	par	 les	HDL	et	 l’apoA-I	 fait	 intervenir	 respectivement	 SR-BI	 et	 l’ATP	Binding	

Cassette	A1	(ABCA1)	(Murphy	et	al.,	2008)	(Murphy	et	al.,	2011).	En	effet,	cette	étude	met	en	relief	

ce	que	d’autres	études	avaient	également	suggéré,	l’existence	d’un	lien	mécanistique	entre	efflux	de	

cholestérol	des	cellules	vers	les	HDL,	régulé	par	ABCA1,	l’ATP	Binding	Cassette	G1	(ABCG1)	et	SR-BI,	

et	les	propriétés	anti-inflammatoires	des	HDL	(Yvan-Charvet	et	al.,	2010a).	Par	ailleurs,	des	études	in	

vitro	montrent	que	la	production	endothéliale	de	chimiokines	pro-inflammatoires	telles	que	MCP-1,	

et	 de	 cytokines	 anti-inflammatoires	 telles	 que	 le	 TGF-β	 (Transforming	Growth	 Factor-β),	 peut	 être	

modulée	par	les	HDL.	Finalement,	il	est	important	de	souligner	que	l’hydrolyse	des	lipides	oxydés	par	

l’apoA-I	et	les	enzymes	associées	aux	HDL	(PON1,	PAF-AH	et	LCAT),	contribuent	aux	propriétés	anti-

inflammatoires	des	HDL,	puisque	les	lipides	oxydés	jouent	un	rôle	important	dans	l’inflammation	liée	

à	l’athérosclérose	(Navab	et	al.,	2004a).	

Les	HDL3,	petites	et	denses	ont	une	capacité	supérieure	aux	HDL2	à	inhiber	l’expression	de	la	

molécule	d’adhérence	VCAM-1	par	les	cellules	endothéliales	(Ashby	et	al.,	1998).	

	

2.1.3.	Activités	protectrices	des	HDL	sur	l’endothélium.	

		

L’athérosclérose	 est	 caractérisée	 par	 une	 perte	 de	 fonction	 des	 cellules	 endothéliales.	 Les	

HDL	contribuent	au	maintien	de	 l’intégrité	et	de	 la	 fonctionnalité	endothéliale	notamment	via	 leur	

activité	vasodilatatrice	associée	en	grande	partie	à	la	stimulation	de	la	production	d’oxyde	nitrique	

(NO)	 par	 les	 cellules	 endothéliales.	 Sur	 les	 cellules	 endothéliales,	 le	 NO	 participe	 à	 l’intégrité	 de	

l’endothélium	en	 inhibant	 l’apoptose	et	 stimulant	 la	prolifération	et	 la	migration	 cellulaire	 (Cooke,	

2003).	Chez	l’homme	la	perfusion	intraveineuse	de	HDL	reconstituées	induit	une	augmentation	de	la	

vasodilatation	médiée	 par	 la	 production	 endothéliale	 de	NO	 et	 déterminée	 via	 l’augmentation	 du	

volume	 sanguin	 dans	 l’avant-bras	 en	 réponse	 à	 une	 infusion	 d’Acétylcholine	 (Ach)	 (Spieker	 et	 al.,	

2002).	 Les	 HDL	 stimulent	 la	 production	 de	NO	 en	 contribuant	 à	 l’activité	 de	 l’eNOS	 par	 différents	

mécanismes	:	

- Les	HDL	interagissent	avec	SR-BI	via	l'apoA-I	ainsi	qu'avec	les	récepteurs	S1PR1	et	S1PR3	via	la	

S1P	contenue	dans	les	HDL	et	induisent	l’activation	de	la	eNOS	(Kimura	et	al.,	2010)	(Mineo	

et	al.,	2003)	 (Yuhanna	et	al.,	2001)	 (Assanasen	et	al.,	2005).	 L'activation	de	SR-BI	ainsi	que	

celle	 des	 récepteurs	 S1PR1/S1PR3	 activent	 l'AMPK	 (AMP-activated	 protein	 kinase)	 qui	 va	

stimuler	 les	 acteurs	 phosphoinositide	 3-Kinase	 (PI3-kinase)/Akt	 qui	 à	 leur	 tour	 activent	 la	
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eNOS	(phosphorylation	de	eNOS	sur	la	sérine	1177	par	Akt)	(Figure	4).	La	liaison	des	HDL	sur	

SR-BI	 est	 également	 capable	 d’induire	 l’activation	 de	 la	 eNOS	 par	 la	 voie	 de	 signalisation	

MAPK	(PI3-kinase/Mitogen-Activated	Protein	Kinase),	mais	le	mécanisme	lié	à	cette	voie	est	

moins	 clair	 (Mineo	 et	 al.,	 2003).	 L’activation	 de	 la	 eNOS	 est	 corrélée	 avec	 l’efflux	 de	

cholestérol.	L’hypothèse	proposée	à	ce	jour	établit	que	les	domaines	transmembranaires	C-

terminaux	 de	 SR-BI	 joueraient	 un	 rôle	 comme	 senseurs	 de	 lipides.	 Les	modifications	 de	 la	

composition	 lipidique	 membranaire	 induiraient	 un	 changement	 conformationnel	 des	

domaines	 C-terminaux	 transmembranaires	 de	 SR-BI	 qui	 se	 propagerait	 vers	 ses	 motifs	

d'intéraction	aux	domaines	PDZ	 localisés	à	son	extrémité	C-terminal	cytoplasmique,	 lequel,	

par	 des	 interactions	 avec	 les	 domaines	 PDZ	 N-terminaux	 de	 PDZK1,	 déclencherait	 la	

signalisation	intracellulaire	(Assanasen	et	al.,	2005).		

	

- L’apport	de	cholestérol	par	les	HDL	via	SR-BI	empêche	l’appauvrissement	en	cholestérol	des	

cavéoles	 par	 les	 LDLox	 et	 empêche	 ainsi	 la	 délocalisation	 et	 l’inactivation	 de	 la	 eNOS	

cavéolaire	par	les	LDLox	(de	la	Llera-Moya	et	al.,	1999).	

	

- Les	HDL	ou	 l’apoA-I	seule,	augmentent	 le	temps	de	demi-vie	de	 la	eNOS	via	un	mécanisme	

faisant	 intervenir	 ERK1/2	 (Extracellular	 signal-regulated	 kinase	 1/2)	 et	 Akt	 (Rämet	 et	 al.,	

2003).		

	

En	 outre	 les	 HDL	 participent	 également	 à	 la	 régulation	 de	 l’apoptose	 des	 cellules	

endothéliales.	 L’équipe	 de	 A.	 Nègre-Salvayre,	 a	 mis	 en	 évidence,	 que	 les	 HDL	 principalement	 via	

l’apoA-I	augmentent	la	résistance	des	cellules	endothéliales	aux	effets	cytotoxiques	des	LDLox	(Suc	et	

al.,	1997).	Cet	effet	antiapoptotique	est	associé	à	une	interaction	directe	entre	l’apoA-I	et	les	cellules	

endothéliales	 qui	 permet	 d’inhiber	 l’augmentation	 de	 calcium	 intracellulaire	 associée	 à	 la	

cytotoxicité	des	LDLox.	En	effet,	une	grande	partie	de	 l’effet	antiapoptotique	des	HDL	 (70%)	 serait	

attribuée	à	 l’apoA-I	 (de	 Souza	et	 al.,	 2010).	Des	 travaux	de	notre	équipe	ont	mis	 en	évidence	que	

l’apoA-I	 interagit	avec	 l’ecto-F1-ATPase	exprimée	à	 la	surface	des	cellules	endothéliales	 (HUVEC)	et	

induit	 une	 inhibition	 de	 l’apoptose	 induite	 par	 une	 privation	 en	 sérum	 et	 facteurs	 de	 croissance	

(Figure	 4)	 (Radojkovic	 et	 al.,	 2009).	 La	 S1P	 transportée	 par	 les	 HDL	 en	 se	 liant	 sur	 son	 récepteur	

S1PR1,	 contribue	 également	 à	 l’effet	 antiapoptotique	 des	 HDL	 (Figure	 4)	 (Kimura	 et	 al.,	 2003)	

(Okajima,	 Sato,	 &	 Kimura,	 2009)	 (Mineo	 &	 Shaul,	 2012).	 En	 outre	 le	 lysosphingolipide	

sphingosylphosphorylcholine	 (SPC)	 et	 le	 lysosulfatide	 (LSF)	 véhiculés	 par	 les	 HDL	 inhibent	 la	 voie	

mitochondriale	 caspase-dependante	 déclenchant	 l’apoptose.	 La	 voie	 de	 signalisation	 passe	 par	

l’activation	de	Akt	qui	phosphoryle	BAD	(Bcl-2-associated	death	promoter),	protéine	pro-apoptotique	

qui	se	dissocie	alors	de	BCL-XL	(B-cell	lymphoma-extra	large),	et	devient	alors	disponible	pour	inhiber	
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les	 voies	 mitochondriales	 pro-apoptotiques	 (J.	 R.	 Nofer	 et	 al.,	 2001).	 Les	 particules	 HDL3,	 petites,	

denses	et	riches	en	apoA-I	et	S1P	ont	une	capacité	supérieure	à	protéger	les	cellules	endothéliales	de	

l’apoptose	par	rapport	aux	particules	HDL2	(de	Souza	et	al.,	2010).			

Par	 ailleurs	 les	 HDL	 ont	 la	 capacité	 d’induire	 la	 survie	 et	 la	 migration	 des	 cellules	

endothéliales.	 Ces	 effets	 passent	 par	 l’action	 de	 la	 S1P	 transportée	 par	 les	HDL	 sur	 les	 récepteurs	

S1PR1	et	S1PR3	 (Kimura	et	al.,	2003).	 L’induction	de	 la	migration	des	cellules	endothéliales	par	 les	

HDL	 implique	 aussi	 le	 récepteur	 SR-BI.	 Lorsque	 le	HDL	 se	 lie	 à	 SR-BI,	 cela	 induit	 une	 activation	 de	

kinases	 de	 la	 famille	 Src,	 qui	 déclenche	 les	 voies	 PI3K/MAPK	et	 la	 voie	 PI3K/AKT.	 Ces	 évènements	

conduisent	 à	 une	 augmentation	 de	 l’activité	 de	 la	 protéine	 RAC	 qui	 contrôle	 la	 formation	 de	

lamellipodes	qui	permettront	la	migration	endothéliale	(Figure	4)	(Seetharam	et	al.,	2006).	In	vivo,	la	

réendothélialisation	de	l'artère	carotidienne	suite	à	une	agression	électrique,	processus	impliquant	la	

migration	des	cellules	endothéliales,	est	diminuée	chez	les	souris	invalidées	pour	SR-BI	ainsi	que	chez	

les	 souris	 invalidées	 pour	 l'apoA-I,	 qui	 possèdent	 des	 taux	 plasmatiques	 de	 HDL	 très	 faibles	

(Seetharam	 et	 al.,	 2006).	 Notre	 équipe	 a	 montré́	 que	 l'apoA-I,	 via	 son	 interaction	 avec	 l'ecto-F1-

ATPase	exprimée	à	la	surface	des	cellules	endothéliales	(HUVEC),	protège	contre	l’apoptose	et	induit	

la	 prolifération	 des	 cellules.	 L’inhibiteur	 de	 l’activité	 ATP	 hydrolase	 de	 l’ecto-F1-ATPase,	 l’IF1	

(Inhibitory	Factor	1)	et	des	anticorps	spécifiques	de	l’ecto-F1-ATPase,	inhibent	ces	effets	de	l’apoA-I.	

Les	anticorps	dirigés	contre	SR-BI,	inhibent	quant	à	eux,	non	pas	l’effet	antiapoptotique	et	mitogène	

de	l’apoA-I	 libre,	mais	des	HDL	(Radojkovic	et	al.,	2009).	En	parallèle	l’équipe	de	von	Eckardstein	et	

Rohrer	a	récemment	montré	que	l’activation	de	l’ectoF1-ATPase	par	la	liaison	de	l’apoA-I,	entraîne	le	

transport	 transendothélial	 à	 la	 fois	 de	 l’apoA-I	 libre	 et	 de	 la	 particule	 HDL,	 permettant	 aux	 HDL	

d’accéder	aux	macrophages	spumeux	de	 l’espace	sous-endothélial	 (Cavelier	et	al.,	2012)	(Rohrer	et	

al.,	2006).	Ce	processus	est	dépendant	de	la	production	extracellulaire	d’ADP	par	l’ecto-F1-ATPase	et	

de	l’activation	du	récepteur	purinergique	P2Y12,	présent	à	la	membrane	endothéliale,	par	cet	ADP.	La	

voie	de	 signalisation	en	aval	de	P2Y12	 impliquée	dans	 ce	mécanisme	n’est	pas	encore	élucidée.	De	

façon	complémentaire,	des	études	in	vitro,	suggèrent	que	les	HDL	agissent	sur	la	différenciation	et	la	

fonctionnalité	des	précurseurs	de	cellules	endothéliales	EPC	via	l’activation	de	SR-BI,	PI3K/akt,	MAPK	

et	eNOS	(Feng	et	al.,	2009)	(Q.	Zhang	et	al.,	2010)	(Sumi	et	al.,	2007).	

En	conclusion,	l’ensemble	de	ces	études	suggère	que	les	HDL	induisent	la	vasodilatation,	ainsi	

que	 la	 survie	 et	 la	 migration	 des	 cellules	 endothéliales	 via	 des	 mécanismes	 qui	 impliquent	

notamment	 l’interaction	 des	 HDL	 avec	 SR-BI,	 l’interaction	 de	 l’apoA-I	 avec	 l’ecto-F1-ATPase	 et	

l’interaction	de	S1P	avec	les	récepteurs	S1PR1	et	S1PR3	(Figure	4).	
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circulantes	 (protéine	 C,	 protéine	 S,	 thrombomoduline)	 et	 les	 plaquettes	 (Zannis	 et	 al.,	 2012).	 Les	

premières	 études	 ont	montré	 que	 les	 HDL	 stimulent	 la	 synthèse	 de	 prostacycline	 par	 des	 cellules	

endothéliales	 de	 porc	 ou	 humaines	 en	 culture	 (Fleisher	 et	 al.,	 1982)	 (Tamagaki	 et	 al.,	 1996).	 La	

prostacycline	 (PGI2)	 en	 combinaison	 avec	 le	 NO,	 stimule	 la	 vasodilatation	 (relaxation	 des	 cellules	

musculaires	 lisses)	 et	 inhibe	 l’activation	 plaquettaire	 (Vane	 &	 Botting,	 1995).	 L’endothélium	

dysfonctionnel	possède	des	propriétés	thrombogènes	en	exprimant	des	facteurs	pro-coagulants	tels	

que	le	facteur	de	von	Villebrand	(vWF)	et	 le	facteur	tissulaire	(FT).	Une	étude	prospective	de	4	000	

individus	montre	 que	 les	 taux	 de	 vWF	 circulants	 sont	 inversement	 corrélés	 avec	 la	 concentration	

plasmatique	en	HDL-C,	ce	qui	suggère	que	les	HDL	pourraient	inhiber	l’expression	de	vWF	(Conlan	et	

al.,	1993).	En	accord	avec	ceci,	chez	la	souris,	l’augmentation	du	NO	biodisponible	inhibe	le	relargage	

des	corps	de	Weibel-Palade	(granules	sécrétoires	de	 la	cellule	endothéliale	contenant	 le	 facteur	de	

vWF)	 interférant	 ainsi	 avec	 les	 étapes	 de	 l’hémostase	 (Qian	 et	 al.,	 2001).	 In	 vitro,	 les	 HDL	

reconstituées	 (avec	 de	 l’apoA-I	 et	 des	 molécules	 de	 phosphatidylcholines)	 diminuent	 l’expression	

endothéliale	du	FT	induite	par	la	thrombine	(Viswambharan	et	al.,	2004).	De	plus,	les	HDL	inhibent	la	

production	par	des	cellules	endothéliales	(HUVEC),	du	facteur	d’activation	plaquettaire	ou	PAF	(pour	

Platelet-Activating-Factor)	 qui	 est	 un	 phospholipide	 qui	 stimule	 l’adhérence	 et	 l’agrégation	

plaquettaire	(Sugatani	et	al.,	1996).		

L’action	 antithrombotique	 des	 HDL	 est	 également	 associée	 à	 la	 modulation	 des	 protéines	

anticoagulantes	circulantes,	la	protéine	C	activée	(APC)	et	la	protéine	S.	Ces	deux	protéines	inactivent	

les	facteurs	Va	et	VIIIa	impliqués	dans	la	formation	de	la	thrombine	(molécule	qui	en	se	fixant	sur	les	

plaquettes	 exerce	 un	 rôle	 pro-coagulant).	 In	 vitro,	 les	 HDL	 peuvent	 augmenter	 l’inactivation	 de	 la	

protéine	 Va	 par	 la	 protéine	 C	 activée	 et	 la	 protéine	 S	 et	 inhiber	 ainsi	 la	 génération	 de	 thrombine	

(Griffin	 et	 al.,	 1999).	 En	 parallèle,	 une	 autre	 étude	 a	 montré	 que	 certains	 glycosphingolipides	 et	

glucosylcéramides	présents	dans	les	HDL	sont	des	cofacteurs	lipidiques	de	la	protéine	C	activée	et	de	

la	protéine	S,	et	dans	un	nombre	significatif	de	patients	souffrant	de	thrombose	veineuse,	les	taux	de	

glucosylcéramides	sont	bas	(Deguchi,	Fernández,	&	Griffin,	2002)	(Deguchi	et	al.,	2001).	Cette	même	

équipe	a	également	montré	in	vitro	que	la	sphingosine	peut	diminuer	la	production	de	thrombine	à	

la	 surface	 plaquettaire	 en	 perturbant	 les	 interactions	 procoagulantes	 entre	 les	 facteurs	 Va	 et	 Xa	

(Deguchi,	Yegneswaran,	&	Griffin,	2004).		

Une	partie	de	 l’effet	antithrombotique	des	HDL	est	attribuée	à	 l’effet	des	HDL	directement	

sur	 les	 plaquettes.	 Lorsque	 des	 plaquettes	 isolées	 humaines	 sont	 incubées	 avec	 des	 HDL	

reconstituées	ou	des	HDL	natives,	on	observe	une	diminution	de	l’agrégation	plaquettaire	de	l’ordre	

de	40%	(A.	C.	Calkin	et	al.,	2009)	(J.	Nofer	et	al.,	1998)	(Badrnya,	Assinger	et	al.,	2013).	Finalement,	

des	 études	 in	 vitro	 et	 in	 vivo	 ont	 montré	 que	 les	 HDL	 reconstituées	 peuvent	 exercer	 un	 rôle	

antithrombotique	en	agissant	sur	la	production	des	plaquettes	à	partir	des	cellules	progénitrices,	les	
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2.2.	Le	Transport	Retour	du	Cholestérol	(RCT).	

	
Le	 Transport	 Retour	 de	 Cholestérol,	 est	 un	 processus	 au	 cours	 duquel	 le	 cholestérol	

excédentaire	 des	 cellules	 périphériques,	 et	 notamment	 des	 macrophages	 de	 l’espace	 sous-

endothélial,	est	capté	et	estérifié	au	sein	des	HDL	puis	ramené	au	foie	où	il	sera	ensuite	sécrété	dans	

la	bile	sous	forme	de	cholestérol	libre	ou	après	transformation	en	acides	biliaires,	réduisant	de	ce	fait	

l’importance	des	lésions	athéromateuses.		

Ce	processus	de	RCT	joue	donc	un	rôle	majeur	dans	la	protection	vis	à	vis	de	l’athérosclérose	

(Rosenson	et	al.,	2012).	Dans	ce	contexte,	il	apparaît	essentiel	d’étudier	le	mécanisme	du	RCT	allant	

de	 l’efflux	de	cholestérol	des	macrophages	vers	 les	HDL	 jusqu’à	 la	 captation	hépatique	des	HDL	et	

l’excrétion	biliaire	en	cholestérol	et	acides	biliaires.		

	

2.2.1.	 La	 biogénèse	 des	 HDL	:	 efflux	 cellulaire	 du	 cholestérol	 et	 remodelage	

plasmatique.	

	

2.2.1.1.	Lipidation	de	l’apoA-I	et	formation	des	particules	HDL	a	:	rôle	de	ABCA1.	
	

La	biosynthèse	et	 le	remodelage	plasmatique	des	HDL	sont	des	processus	complexes	qui	se	

font	 en	 plusieurs	 étapes	 successives	 et	 font	 intervenir	 différents	 partenaires	 protéiques.	 La	

biogenèse	 des	 HDL	 débute	 par	 la	 production	 et	 la	 sécrétion	 d’apoA-I	 (70%	 par	 le	 foie	 et	 30%	 par	

l’intestin)	et	dans	une	moindre	proportion	de	apoA-II	 (par	 le	foie).	Ces	apolipoprotéines	acquièrent	

rapidement	des	phospholipides	et	du	cholestérol	libre	des	mêmes	tissus	qui	ont	permis	leur	synthèse	

via	le	transporteur	ABCA1	retrouvé	à	la	membrane	plasmique	par	un	mécanisme	d’efflux	actif	(après	

hydrolyse	 d’ATP)	 (Cavelier	 et	 al.,	 2006a).	 ABCA1	 est	 une	 glycoprotéine	 composée	 de	 2	 261	 acides	

aminés,	qui	comporte	12	domaines	transmembranaires	et	deux	sites	intracellulaires	de	liaison	à	l’ATP	

nécessaires	à	son	activité.		La	lipidation	par	ABCA1	de	l’apoA-I	libre	constitue	l’étape	limitante	dans	le	

maintien	 des	 concentrations	 plasmatiques	 d’HDL	 et	 cette	 première	 étape	 du	 transport	 retour	 du	

cholestérol	 est	 essentielle	 (Lee	 &	 Parks,	 2005).	 La	 lipidation	 de	 l’apoA-I	 permet	 la	 formation	 des	

précurseurs	 discoïdaux	 HDL	 préβ.	 Ces	 particules	 préβ	 acquièrent	 du	 cholestérol	 libre	 et	 des	

phospholipides	 via	 l’ABCA1	 présent	 à	 la	 surface	 des	 cellules	 périphériques	 et	 notamment	 des	

macrophages	de	l’espace	sous-endothélial,	contribuant	ainsi	à	leur	maturation	en	particules	HDL	a.		

	

Le	rôle	du	transporteur	ABCA1	dans	l’efflux	de	cholestérol	cellulaire	et	la	biogénèse	des	HDL	

a	été	mis	en	évidence	en	1999,	quand	il	a	été	identifié	comme	étant	le	gène	muté	responsable	de	la	
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maladie	 de	 Tangier.	 A	 ce	 jour,	 plus	 de	 70	 mutations,	 affectant	 l’efflux	 de	 cholestérol,	 ont	 été	

identifiées	 chez	 l’homme	 (Singaraja	 et	 al.,	 2003).	 Ainsi,	 on	 retrouve	 des	 mutations	 affectant	 la	

maturation	d’ABCA1	ou	la	fixation	de	l’apoA-I	à	ABCA1.	Il	existe	2	syndromes	associés	aux	mutations	

de	 ABCA1	:	 l’hypoalphalipoprotéinemie	 familiale	 et	 la	 maladie	 de	 Tangier.	 Une	 des	 formes	 de	

l’hypoalphalipoprotéinemie	familiale	est	causée	par	des	mutations	hétérozygotes	de	ABCA1	(forme	

autosomique	 dominante).	 Les	 patients	 atteints	 de	 ce	 syndrome	 ne	 présentent	 pas	 de	 symptôme	

clinique	particulier	mais	peuvent	présenter	des	taux	de	HDL-C	et	d’apoA-I	diminués	par	rapport	aux	

patients	contrôles	(Kral	&	Becker,	2007)	(Brooks-Wilson	et	al.,	1999)	(Schaefer	et	al.,	1980)	(Couvert	

&	Carrié,	2011).	La	maladie	de	Tangier	est	quant	à	elle	causée	par	des	mutations	homozygotes	ou	

hétérozygotes	composites	de	ABCA1	(Mott	et	al.,	2000)	(Brunham	et	al.,	2015).	Les	individus	atteints	

de	 cette	 maladie	 sont	 notamment	 caractérisés	 par	:	 un	 dépôt	 anormal	 de	 lipides	 dans	 plusieurs	

tissus	;	des	taux	extrêmement	bas	de	HDL-C	variant	entre	1%	et	10%	par	rapport	à	des	individus	du	

même	âge	et	 sexe,	 et	 des	 faibles	 taux	d’apoA-I	 (0.040	 g/L)	 résultant	 d'un	 catabolisme	accéléré	de	

l’apoA-I	 libre	 par	 le	 rein.	 De	 plus	 cette	 maladie	 est	 caractérisée	 par	 une	 élévation	 des	 taux	 de	

triglycérides	 (>2	 g/L)	 et	 une	 diminution	 des	 taux	 de	 LDL-Cholestérol	 (LDL-C)	 chez	 certains	 patients	

(Daniil	 et	 al.,	 2011)	 (Brunham	 et	 al.,	 2006a)	 (Orso	 et	 al.,	 2000)	 (Timmins	 et	 al.,	 2005)	 (Weissglas-

Volkov	&	Pajukanta,	2010)	(Singaraja	et	al.,	2003)	(Schaefer	et	al.,	1980)	(von	Eckardstein,	2006).	Les	

faibles	 taux	de	 LDL-C	pourraient	 s’expliquer	 par	 un	RCT	diminué	pouvant	modifier	 le	métabolisme	

hépatique.	 Il	 est	 également	 possible	 que	 puisque	 les	 taux	 de	 HDL-C	 sont	 très	 bas,	 le	 transfert	 de	

cholestérol	 entre	 les	 HDL	 et	 les	 LDL/VLDL	 via	 la	 CETP	 soit	 diminué	 (Hobbs	 &	 Rader,	 1999).	 Les	

symptômes	 de	 la	 maladie	 de	 Tangier	 sont	 divers	 et	 sont	 différents	 selon	 l’âge	 (splénomégalie,	

neuropathies,..)	 (Couvert	 &	 Carrié,	 2011)(Hobbs	 &	 Rader,	 1999).	 Le	 risque	 de	 développer	 une	

pathologie	 cardiovasculaire	 de	 façon	 précoce	 chez	 les	 patients	 souffrant	 de	 la	maladie	 de	 Tangier	

existe,	mais	il	n’est	pas	proportionnel	à	la	baisse	du	HDL-C	(Frikke-Schmidt,	2010).	Les	homozygotes	

(souffrant	 de	 la	 maladie	 de	 Tangier)	 auraient	 un	 risque	 augmenté	 d’un	 facteur	 3	 à	 6	 et	 les	

hétérozygotes	(patients	atteints	d’hypoalphalipoprotéinemie	familiale)	un	risque	accru	d’environ	1,5	

fois	(Weissglas-Volkov	&	Pajukanta,	2010)	(Oram	&	Vaughan,	2006)	(Serfaty-Lacrosniere	et	al.,	1994).	

Toutefois,	dans	certaines	familles	porteuses	on	n’observe	pas	cette	augmentation	du	risque	(Frikke-

Schmidt,	2010),	ce	qui	pourrait	s’expliquer	par	les	faibles	taux	de	LDL-C	retrouvés	chez	ces	patients	

(Schaefer	et	al.,	1980).		

Une	méta-analyse	de	11	études	cas-témoins	indépendantes,	avec	un	total	de	5	416	patients	

coronariens	et	20	897	sujets	sains,	a	été	réalisée	afin	d’évaluer	l’association	du	polymorphisme	d'un	

seul	nucléotide	ou	SNP	(Single	Nucleotide	Polymorphism)	rs4149313	dans	le	locus	de	ABCA1	avec	le	

risque	 de	 maladie	 coronarienne	 (les	 infarctus	 du	 myocarde,	 les	 angines	 de	 poitrine	 instables,	 les	

revascularisations	coronaires	ou	les	dèces	associés	à	une	maladie	coronarienne).	Le	SNP	rs4149313	a	
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été	associé	à	un	risque	augmenté	de	maladie	coronarienne	dans	la	population	asiatique,	mais	cette	

association	 n’a	 pas	 été	 retrouvée	 dans	 la	 population	 caucasienne	 (Fan	 et	 al.,	 2014).	 Bien	 que	 les	

différences	des	relations	entre	génotype	et	phénotype	entre	 les	ethnies	soient	mal	comprises,	une	

explication	 possible	 de	 ce	 résultat	 serait	 que	 l’ethnicité	 constitue	 une	 variable	 démographique	

importante	contribuant	au	développement	et	à	la	progression	des	maladies	coronariennes.	

Les	 études	 épidémiologiques	 mais	 également	 de	 nombreuses	 études	 réalisées	 chez	 des	

modèles	 animaux	 montrent	 que	 ABCA1	 est	 une	 protéine	 clé	 dans	 l’efflux	 du	 cholestérol	 des	

macrophages,	 le	RCT	et	 la	protection	contre	l’athérosclérose	(McNeish	et	al.,	2000)	(M.	D.	Wang	et	

al.,	2007)	(Aiello	et	al.,	2002)	(van	Eck	et	al.,	2002)	(Van	Eck	et	al.,	2006)	(Yvan-Charvet	et	al.,	2010b)	

(Zhao	et	al.,	2010).	 L'expression	d'ABCA1	est	 régulée	à	plusieurs	niveaux	par	de	nombreux	acteurs	

comme	les	récepteurs	nucléaires	PPAR	(Peroxisome	Proliferator-Activating	Receptor)	et	LXR	(Liver	X	

Receptor),	 ainsi	 que	 plusieurs	 miRNA,	 dont	 la	 famille	 des	 miR33	 qui	 exercent	 respectivement	 un	

controle	positif	 et	négatif	 sur	 l’expression	d'ABCA1.	Des	agonistes	PPAR,	des	agonistes	 LXR	ou	des	

inhibiteurs	de	ces	miRNA	sont	par	conséquent	quelques	exemples	des	molécules	pharmacologiques	

qui	peuvent	 s’avérer	 intéressantes	dans	 la	prévention	et/ou	 le	 traitement	de	 l’athérosclérose.	 	Les	

PPARs	représentent	un	sous-groupe	de	la	famille	des	récepteurs	nucléaires	incluant	le	PPARα,	PPARγ	

et	 PPARδ.	 Ils	 régulent	 l’expression	 des	 gènes	 qui	 contrôlent	 le	 métabolisme	 lipidique	 en	

s’héterodimérisant	avec	d’autres	récepteurs	nucléaires,	les	Retinoid	X	Receptors	(RXR).	Le	PPARγ	est	

fortement	exprimé	dans	le	tissu	adipeux	où	il	joue	un	rôle	dans	la	différenciation	adipocytaire,	et	est	

également	 exprimé	 dans	 les	 macrophages,	 dans	 lesquels	 il	 sérait	 impliqué	 dans	 l’absorption	 des	

lipides	et	 la	formation	des	cellules	spumeuses.	Le	PPARδ	est	fortement	exprimé	dans	le	cerveau,	 le	

tissu	 adipeux	et	 le	 foie	et	 joue	un	 rôle	 important	dans	 le	métabolisme	des	 acides	 gras.	 PPARα	est	

exprimé	dans	le	foie,	 les	macrophages,	 les	cellules	endothéliales	et	les	cellules	musculaires	lisses	et	

régule	l’expression	des	gènes	liés	au	métabolisme	des	acides	gras	ainsi	que	l’expression	de	nombreux	

gènes	 clés	 dans	 le	 métabolisme	 des	 HDL	 (ABCA1,	 Lipoprotéine	 Lipase	 ou	 LPL,	 l’apoC-III,	 la	 PLTP,	

l’apoA-I,	 l’apoA-II,...). Parmi	 les	 ligands	 de	 PPARa	 couramment	 utilisés	 en	 clinique	 se	 trouvent	 les	

fibrates	 (Fénofibrate,	 Bézafibrate,	 Ciprofibrate,	 Gemfibrosil)	 utilisés	 comme	 médicaments	

hypolipémiants	(Farnier,	Bonnet,	Bruckert,	Ferrières,	&	Paillard,	2006).	En	accord	avec	leur	capacité	

d’augmenter	 les	 concentrations	 de	 HDL-C	 et	 diminuer	 celles	 de	 triglycérides	 et	 LDL-C	 (Jun	 et	 al.,	

2010),	leurs	effets	sur	l’incidence	des	maladies	coronariennes	semblent	être	plus	prononcés	chez	des	

patients	 avec	 des	 taux	 de	 triglycérides	 élevés	 (200	 mg/dL)	 et/ou	 HDL-C	 faibles	 (40	 mg/dL).	 La	

thérapie	à	base	de	fibrates	présente	certaines	limitations,	telles	que	son	efficacité	qui	dépend	de	la	

population	 ciblée	 (Staels,	 2010).	 Face	 à	 cette	 problématique,	 des	 nombreux	 agonistes	 PPAR	 très	

sélectifs	 et	 puissants	 ont	 été	 développés	 et	 sont	 actuellement	 testés	 dans	 différentes	 phases	 des	

essai	 clinique	:	 K-877	 (agoniste	de	PPARa,	 phase	 III),	 	GFT505	 (agoniste	PPAR	dual	a/d,	 phase	 IIb),	
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INT-131	 (agoniste	 de	 PPARg,	 phase	 II)	 et	 DSP-8658	 (modulateur	 de	 PPARa/g,	 phase	 I)	 (Fruchart,	

2013).	Les	agonistes	LXR	modulent	également	l’expression	de	ABCA1	(Larrede	et	al.,	2009).	Il	existe	

deux	isoformes	du	récepteur	nucléaire	LXR	:	les	isoformes	a	et	b.	Parmi	les	gènes	dont	l’expression	

est	régulée	par	les	LXR,	on	retrouve	des	gènes	impliqués	dans	le	métabolisme	du	cholestérol	(CETP)	

et	le	RCT	(ABCA1,	ABCG1,	ABCG5/8	hépatique,	CYP7A1)	(Naik	et	al.,	2006).	Cependant	les	agonistes	

LXR	 sont	 également	 impliqués	 dans	 la	 modulation	 de	 l’expression	 de	 deux	 gènes	 clés	 dans	 la	

biosynthèse	des	acides	gras,	FAS	(Fatty	Acid	Synthase)	et	SREBP-1c	(Sterol-Regulatory	Binding	Protein	

1c),	 et	 induisent,	 de	 ce	 faite,	 des	 effets	 secondaires	 dont	 la	 stéatose	 hépatique	 et	

l’hypertriglycéridémie	(Calkin	&	Tontonoz,	2012).	Ces	effets	ont	notamment	été	attribués	aux	LXRa,	

qui	 sont	 fortement	 exprimés	 dans	 le	 foie.	 Afin	 de	minimiser	 ces	 effets	 secondaires,	 les	 stratégies	

thérapeutiques	 actuelles	 se	 focalisent	 sur	 le	 développement	 d’agonistes	 sélectifs	 LXRb	 et/ou	 de	

ligands	qui	agissent	de	façon	sélective	dans	des	tissus	spécifiques	(Lehrke	et	al.,	2005).	BMS-852927	

est	un	nouveau	agoniste	sélectif	LXRb,	dont	l’effet	chez	l’homme	a	récemment	été	étudié.	Chez	les	

individus	 sains	 ou	 hypercholestérolémiques,	 le	 BMS-852927	 induit	 les	 voies	 du	RCT	 (induction	 des	

ARNm	ABCA1	et	ABCG1	dans	le	sang	après	un	traitement	de	4h)	de	façon	similaire	à	celle	observée	

chez	 la	 souris	 et	 le	 singe	 cynomolgus.	 Cependant,	 le	 traitement	 a	 également	 induit	 des	 effets	

sécondaires	indésirables	dont	une	augmentation	des	triglycérides	plasmatiques	et	hépatiques	et	du	

LDL-C	et	une	diminution	des	neutrophiles	circulants	qui	n’avaient	pas	été	observés	chez	les	modèles	

pré-cliniques	 (Kirchgessner	 et	 al.,	 2016). Finalement	 les	 inhibiteurs	 de	 la	 famille	 de	 miR33	 sont	

également	 capables	 de	moduler	ABCA1	et	 ont	 fait	 l’objet	 de	nombreuses	 études	 (Marquart	 et	 al.,	

2013)	 (Rottiers	 et	 al.,	 2013).	 Rayner	 et	al.	ont	montré	 l’efficacité	 et	 la	 tolérance	 d’un	 anti-miR33,	

l'oligonucléotide	anti-sens	modifié	2F’/MOE	anti-miR33,	qui	chez	 la	souris	conduit	à	une	régression	

de	l’athérosclérose	et	induit	l’efflux	du	cholestérol	des	macrophages	au	sein	de	la	plaque,	et	chez	des	

primates,	des	singes	verts	africains	augmente	la	capacité	d’efflux	de	cholestérol	des	macrophages	et	

les	taux	de	HDL-C	(Rayner	et	al.,	2011a)	(Rayner	et	al.,	2010)	(Rayner	et	al.,	2011b). 

	

2.2.1.2.	Maturation	et	remodelage	des	HDL.	
	

L’efflux	 du	 cholestérol	 excédentaire	 des	 cellules	 périphériques	 et	 notamment	 des	

macrophages	vers	les	HDL	a	matures	nouvellement	formées	met	en	jeu	deux	transporteurs	présents	

à	 la	membrane	plasmique	des	macrophages,	ABCG1	via	un	efflux	actif	ATP	dépendant,	et	dans	une	

moindre	 mesure	 le	 récepteur	 CLA-1	 ou	 son	 homologue	 murin	 SR-BI	 via	 un	 efflux	 passif	 (ne	

nécessitant	 pas	 d’ATP)	 qui	 pourrait	 impliquer	 le	 remodelage	 des	 domaines	 de	 cholestérol	 de	 la	

membrane	cellulaire	(Cavelier	et	al.,	2006a)	(de	la	Llera-Moya	et	al.,	1999)(Ji	et	al.,	1997).	L’équipe	du	

Professeur	 Von	 Eckardstein,	 a	 montré	 que	 l’efflux	 de	 cholestérol	 des	 cellules	 endothéliales	
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vasculaires	 vers	 les	 HDL	 matures	 via	 ABCG1	 et	 SR-BI,	 fait	 intervenir	 un	 processus	 de	 transcytose	

(transport	vésiculaire	d’un	côté	à	 l’autre	d’une	cellule)	des	HDL	à	 travers	 les	cellules	endothéliales,	

suivi	d’un	processus	de	resécretion	(Rohrer	et	al.,	2009)	(Cavelier	et	al.,	2006b)	(Rohrer	et	al.,	2006).	

Les	auteurs	ont	montré,	 sur	des	 cellules	endothéliales	 isolées	d’aorte	bovine,	que	 l’invalidation	de	

ABCG1	et	dans	une	moindre	mesure	celle	de	SR-BI,	entraînent	une	diminution	de	la	transcytose	des	

HDL,	sans	modification	du	transport	paracellulaire	(perméabilité	de	l’inuline	non	altérée).		

	

La	capacité	d'efflux	de	cholestérol	 (CEC)	des	HDL	à	partir	des	macrophages	mais	également	

les	 activités	 anti-oxydantes	 et	 anti-inflammatoires	 des	 HDL	 sont	 compromises	 par	 des	 conditions	

d’inflammation	 aiguë	 ou	 chronique	 ainsi	 que	 par	 des	 conditions	 de	 décompensation	métabolique.	

Durant	l’inflammation,	la	synthèse	des	protéines	inflammatoires	produites	par	le	foie	augmente	très	

rapidement,	en	particulier	celle	de	la	Sérum	Amyloïde	A	(SAA),	protéine	véhiculée	par	les	HDL	(Malle	

et	al.,	1993).	La	SAA	peut	alors	déplacer	l'apoA-I	de	sa	liaison	aux	HDL,	altérant	ainsi	la	CEC	des	HDL	

qui	 est	 majoritairement	 régulée	 par	 l'apoA-I.	 La	 SAA	 peut	 également	 déplacer	 les	 enzymes	

antioxydantes	 et	 anti-inflammatoires	 transportées	 par	 les	 HDL	 telles	 que	 PON1,	 PAF-AH	 et	 LCAT,	

affectant	ainsi	les	propriétés	des	HDL	associées	à	ces	enzymes		(Banka	et	al.,	1995).			

	

Les	HDL	nouvellement	générées	 se	 retrouvent	alors	dans	 la	 circulation	où	un	processus	de	

maturation	et	de	remodelage	prend	place.	

Dans	un	premier	temps,	les	HDL	discoïdaux	sont	remodelées	par	la	Lecithin	Cholesterol	Acyl	

Transferase	 (LCAT)	 qui,	 stimulée	 par	 son	 cofacteur	 naturel,	 l’apoA-I	 estérifie	 le	 cholestérol	 libre	

cellulaire	 capté	 par	 les	 HDL	 (Fielding	 et	 al.,	 1972).	 Ce	 dernier	 devient	 hydrophobe	 et	 va	 alors	

s’accumuler	au	cœur	des	particules	HDL	et	augmenter	leur	taille,	permettant	la	conversion	des	HDL	

discoïdaux	en	HDL	matures	 sphériques,	et	ensuite	des	HDL3,	 particules	petites	et	denses,	en	HDL2,	

particules	larges	et	moins	denses	(Rajaram	OV,	1986).		

Les	HDL2	vont	ensuite	subir	l’action	des	diverses	protéines	:	

-	La	Phospholipid	Transfer	Protein	(PLTP)	qui	permet	le	transfert	des	phospholipides	des	VLDL	et	

LDL	vers	les	HDL	(Tall	et	al.,	1983)	(Huuskonen	et	al.,	2001).		

-	 La	 Cholesteryl	 Ester	 Transfer	 Protein	 (CETP)	 qui	 transfère	 le	 CE,	 produit	 dans	 les	 HDL	 sous	

l’action	de	la	LCAT,	vers	les	LDL	et	VLDL	en	échange	de	leurs	TG	(Hopkins	&	Barter,	1980)	(Barter	et	

al.,	2003).	Son	effet	aboutit	à	la	déplétion	des	HDL	en	esters	de	cholestérol	avec	un	enrichissement	

en	triglycérides	conduisant	à	une	réduction	de	 leur	taille	 (Lewis	&	Rader,	2005).	Cette	protéine	est	



	 38	

absente	chez	la	souris.	La	CETP	en	transférant	le	cholestérol	estérifié	des	HDL	vers	les	LDL	offre	une	

voie	alternative	de	retour	du	cholestérol	au	foie	via	le	LDLR.	

-	La	Lipase	Hépatique	(LH)	et	la	Lipase	Endothéliale	(LE)	qui	hydrolysent	les	phospholipides	et	les	

triglycérides	des	HDL	matures	 (HDL2)	permettant	d’obtenir	:	des	particules	HDL	plus	petites	et	plus	

denses	appelées	remnants	de	HDL2	(par	rapport	aux	HDL2,	perte	de	60%	de	triglycérides	et	15%	de	

phospholipides)	 qui	 seront	 captées	 par	 le	 foie	 (Maugeais	 et	 al.,	 2003)	 (S.	 Santamarina-Fojo	 et	 al.,		

2004)	 (Annema	 &	 Tietge,	 2011).	 La	 PLTP	 permet	 également	 la	 fusion	 de	 deux	 molécules	 d’HDL3	

conduisant	 à	 la	 formation	 d’une	 particule	 HDL2	 plus	 large	 (avec	 perte	 d’une	 apoA-I	 faiblement	

lipidée)	(von	Eckardstein	et	al.,	1996).	

La	maturation	des	HDL	est	elle-même	source	de	précurseurs	de	HDL	:	l’apoA-I	libre	et	les	pré-

β	HDL	peuvent	être	générés	lors	de	la	conversion	de	HDL3	en	HDL2	par	la	LH	(Barrans	et	al.,	1994),	la	

PLTP	 (von	 Eckardstein	 et	 al.,	 1996)	 et	 la	 CETP	 (Liang,	 Rye,	 &	 Barter,	 1994).	 Le	 métabolisme	 des	

chylomicrons	 et	 des	 VLDL	 permet	 également	 de	 générer	 des	 précurseurs	 d’HDL	 (mécanisme	

impliquant	notamment	l’hydrolyse	de	triglycérides).	

Les	remodelages	plasmatiques	subis	par	les	différentes	classes	de	HDL	sont	représentés	dans	

la	Figure	6.	

La	CETP	est	une	protéine	de	476	acides	aminés	qui	est	essentiellement	 retrouvée	associée	

aux	HDL.	Les	variations	génétiques	dans	le	locus	du	gène	de	la	CETP	peuvent	être	responsables	d’une	

perte	de	son	activité	qui	va	avoir	pour	conséquence	une	altération	du	profil	lipoprotéique.	Lors	de	la	

perte	 complète	 de	 l’activité	 de	 la	 CETP,	 une	 hypercholestérolémie	modérée	 associée	 à	 une	 forte	

augmentation	des	taux	de	HDL-C	(	>3	mmol/L	soit	120	mg/dL)	est	observée	ainsi	qu’une	réduction	du	

catabolisme	 des	 apoA-I	 et	 apoA-II	 (Kral	 &	 Becker,	 2007).	 A	 l’inverse,	 les	 taux	 de	 LDL-C	 vont	 avoir	

tendance	 à	 diminuer.	 Au	 Japon,	 la	 déficience	 en	 CETP	 semble	 être	 une	 cause	 fréquente	

d’hyperalphalipoprotéinémie	 (Weissglas-Volkov	 &	 Pajukanta,	 2010).	 Une	 étude	 réalisée	 sur	 une	

population	japonaise	incluant	19	044	hommes	et	29	487	femmes,	a	montré	que	les	sujets	présentant	

des	taux	très	élevés	ou	modérés	de	HDL-C	(³	80	mg/dL	et	60-79	mg/dL	respectivement),	les	porteurs	

de	mutations	 de	 la	 CETP	 inclus,	 sont	 protégés	 contre	 les	maladies	 coronariennes	 (les	 infarctus	 du	

myocarde	 et	 les	 angines	 de	 poitrine)	 (Moriyama	 et	 al.,	 1998).	 En	 plus	 des	 mutations	 perte	 de	

fonction,	plusieurs	polymorphismes	ont	été	détectés	dans	le	locus	de	la	CETP.	L’association	entre	ces	

polymorphismes	et	les	lipides	plasmatiques	ainsi	que	le	risque	coronarien	est	controversée.	Dans	le	

cadre	du	Copenhagen	City	Heart	Study,	une	étude	prospective	sur	34	ans	incluant	10	261	individus,	a	

combiné	l’analyse	des	deux	polymorphismes	en	déséquilibre	de	liaison	associés	à	une	augmentation	

du	HDL-C,	TaqIb	(rs708272),	SNP	dans	le	gène	CETP	le	plus	investigué	et	rs1800775,	SNP	situé	dans	le	
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promoteur	du	gène	CETP.	Il	a	été	montré	une	réduction	de	24%	des	évènements	ischémiques	et	une	

diminution	de	12%	de	 la	mortalité	 toute	cause	confondue,	chez	 les	sujets	homozygotes	pour	ces	2	

polymorphismes	par	rapport	aux	 individus	non	porteurs	de	ces	allèles	 (Johannsen	et	al.,	2012).	Les	

études	 d’association	 pangénomique	 ou	 GWAS	 (Genome-Wide	 Association	 Studies)	 consistent	 à	

entièrement	 génotyper	 un	 grand	 nombre	 de	 patients	 atteints	 d’une	 pathologie	 donnée	 et	 leurs	

contrôles,	 afin	 de	 chercher	 des	 SNPs	 potentiellement	 informatifs	 par	 rapport	 à	 cette	 pathologie	

recueillis	grâce	au	projet	HapMap	(Pearson	&	Manolio,	2008).	Un	GWAS	ayant	étudié	l’association	de	

variants	 génétiques	 avec	 les	 lipides	 plasmatiques	 chez	 plus	 de	 100	 000	 individus	 d’ascendance	

européenne,	a	montré	que	parmi	les	95	loci	 identifiés	dans	cette	étude,	 le	 locus	de	la	CETP	était	 le	

plus	 fortement	associé	 au	 taux	de	HDL-C	dans	 le	 génome	entier	 (p=7	 x	10-380,	 pour	 le	 SNP	dans	 le	

gène	CETP	rs3764261).	Cependant,	cette	étude	n’a	trouvé	aucune	association	entre	les	SNPs	dans	les	

locus	du	gène	CETP	et	le	risque	coronarien	dans	une	population	de	24	607	individus	coronariens	et	

66	 197	 contrôles	 (Teslovich	 et	 al.,	 2010).	 Ainsi,	 les	 études	 épidémiologiques	 ayant	 évalué	

l’association	entre	les	mutations	et	polymorphismes	dans	le	gène	CETP	et	le	risque	cardiovasculaire	

offrent	une	réponse	ambiguë.	Les	études	ayant	montré	un	risque	cardiovasculaire	diminué	chez	les	

individus	 présentant	 une	 absence	 ou	 diminution	 de	 la	 CETP	 (Inazu	 et	 al.,	 1990),	 ont	 soutenu	

l’hypothèse	selon	laquelle,	l’inhibition	de	la	CETP	pourrait	être	athéroprotectrice.	Cette	hypothèse	a	

conduit	 au	 développement	 d’inhibiteurs	 pharmacologiques	 de	 la	 CETP	dévelopés	 pour	 restorer	 un	

profil	 lipoprotéique	 favorable	en	augmentant	 les	 taux	de	HDL-C	et	en	diminuant	 les	 taux	de	 LDL-C	

(Rader,	2016)	(Rader	&	DeGoma,	2014).	Le	premier	inhibiteur	de	la	CETP	dévelopé	fut	le	Torcetrapib	

(Pfizer),	mais	l'essai	clinique	visant	à	tester	son	efficacité	a	été	arrêté	à	cause	d'une	augmentation	de	

la	 mortalité	 chez	 les	 patients	 traités,	 qui	 fut	 ultérieurement	 attribuée	 à	 une	 augmentation	 de	 la	

pression	 arterielle.	 Après	 cet	 échec,	 des	 nouvelles	 molécules	 ont	 été	 dévelopées	 :	 le	 Dalcetrapib	

(Roche)	 et	 l’Evacetrapib	 (Eli	 Lilly	 &	 compagny)	 ;	 cependant,	 les	 essais	 cliniques	 associés	 à	 leur	

évaluation	 ont	 été	 arrêtés	 à	 cause	 d'un	 manque	 d’efficacité	 du	 traitement	 sur	 le	 risque	

d’évènements	cardiovasculaires,	malgré	une	augmentation	du	HDL-C.	A	ce	jour	l'Anacetrapib	(Merck)	

est	le	seul	inhibiteur	de	la	CETP	en	cours	d’évaluation	;	la	fin	des	essais	cliniques	de	phase	III,	REVEAL	

(Randomized	 Evaluation	 of	 the	 Effects	 of	 Anacetrapib	 Through	 Lipid-modification),	 prévue	 pour	

janvier	2017,	déterminera	 si	 l’anacetrapib	 réduit	 le	 risque	d'évènements	 coronariens	majeurs	 chez	

des	 patients	 à	 risque	 cardiovasculaire	 élevé	 présentant	 des	 taux	 de	 LDL-C	 bas,	 et	 traités	 avec	 des	

statines	 (ClinicalTrials.gov	 identifier	 :	 NCT01252953).	 L’effet	 athérogène	 de	 la	 CETP	 pouvant	 être	

déterminé	par	le	contexte	métabolique,	il	est	important	de	souligner	la	nécessité	d’une	stratification	

des	patients	à	traiter	avec	des	inhibiteurs	de	la	CETP.	En	effet	 les	 individus	présentant	à	 la	fois	une	

forte	activité	de	la	CETP,	et	de	faibles	taux	de	HDL-C,	pourraient	être	les	plus	aptes	à	répondre	aux	

inhibiteurs	de	la	CETP	(T.	Gautier	et	al.,	2016).		
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(Empen	et	al.,	1997).	Cependant	il	est	intéressant	de	noter	que	selon	l’origine	du	cholestérol	(HDL	ou	

LDL),	 son	 devenir	 va	 être	 différent.	 Le	 cholestérol	 en	 provenance	 des	 HDL	 est	 dirigé	 vers	 les	

canalicules	biliaires	(voie	extralysosomale)	pour	constituer	la	principale	source	de	cholestérol	biliaire,	

alors	que	le	cholestérol	en	provenance	des	LDL	passe	par	une	voie	intralysosomale	et		synthétisera	la	

majeure	partie	des	acides	biliaires	(le	cholestérol	en	provenance	des	LDL	peut	également	être	stocké	

dans	le	foie	et	être	remis	en	circulation)	(Carey,	1997)		(C.C.	Schwartz	et	al.,	1978a)	(C.C.	Schwartz	et	

al.,	1978b)	(S.	J.	Robins	&	Fasulo,	1997)	(Cohen,	1999).	Chez	la	souris,	le	HDL-C	est	préférentiellement	

utilisé	par	rapport	au	LDL-C	pour	la	sécrétion	biliaire	en	cholestérol	et	acides	biliaires		(Mardones	et	

al.,	2001)	(Botham	&	Bravo,	1995).		

	

2.2.3.1.	La	biosynthèse	des	acides	biliaires.	
	

Les	 acides	 biliaires	 sont	 des	 molécules	 solubles	 amphipatiques	 synthétisées	 dans	 les	

hépatocytes	périveineux	à	partir	du	cholestérol	(Twisk	et	al.	1995).	Leur	propriété	amphiphatique	est	

due	 à	 leur	 pôle	 hydrophobe	 constitué	 d'un	 noyau	 stérol	 et	 à	 leurs	 groupements	 hydroxyles	

fortement	hydrophiles.	Dans	 la	bile,	 les	acides	biliaires	 sont	 les	molécules	majoritaires	puisqu’elles	

représentent	 environ	 85%	 de	 la	 masse	 sèche,	 le	 cholestérol	 libre	 ne	 représentant	 que	 10%.	 Leur	

sécrétion	 intestinale	 favorise	 l’absorption	des	 lipides	 intestinaux.	Chez	 l’homme	 la	biosynthèse	des	

acides	biliaires	qui	a	lieu	exclusivement	au	niveau	du	foie,	représente	environ	50%	de	l’élimination	du	

cholestérol	dans	l’organisme	(Alrefai	&	Gill,	2007).	Dans	le	foie,	au	moins	17	réactions	enzymatiques	

interviennent	dans	la	modification	du	noyau	de	cholestérol	(Sundaram	et	al.,	2008)	(Lefebvre	et	al.,	

2009).	La	voie	neutre	est	considérée	comme	la	voie	principale	de	biosynthèse	d'acides	biliaires.	Dans	

cette	 voie	 la	 réaction	 limitante	 dans	 la	 production	 des	 acides	 biliaires	 est	 l’hydroxylation	 en	 α	 du	

carbone	 7	 du	 cholestérol	 par	 l’enzyme	 réticulaire,	 la	 cholesterol-7-α-hydroxylase	 (Cyp7a1)	 pour	

donner	 le	 5-cholesten-3β,7α-diol	 (7-α-hydroxycholestérol).	 Des	 études	 ont	 montré	 que	 les	 souris	

invalidées	pour	Cyp7a1	présentaient	une	production	d’acides	biliaires	réduite	de	75%	(Schwarz	et	al.,	

1998)	(Ishibashi	et	al.,	1996).	Ces	résultats	ont	permis	la	mise	en	évidence	de	la	voie	alternative	(ou	

voie	 acidique)	 de	 synthèse	 des	 acides	 biliaires.	 Cette	 voie	 est	 dépendante	 d’une	 première	

hydroxylation	 du	 cholestérol	 en	 position	 25	 ou	 27,	 respectivement	 par	 l’enzyme	 réticulaire	

cholesterol	 25-hydroxylase	 (CH25H)	 ou	 l’enzyme	 mitochondriale	 sterol	 27-hydroxylase	 (Cyp27A1).	

Alors	que	le	25-hydroxycholestérol	n’est	que	peu	utilisé	pour	la	synthèse	des	acides	biliaires,	 le	27-

hydroxycholestérol	 sera	 à	 nouveau	 hydroxylé	 en	 position	 7	 par	 la	 25-hydroxycholesterol	 7-α-

hydroxylase	(Cyp7B1)	pour	contribuer	majoritairement	à	la	synthèse	des	acides	biliaires.	A	partir	de	

cette	 étape	 la	 voie	neutre	 et	 alternative	 se	 regroupent.	 Les	 intermédiaires	 7a-hydroxy	 formés	par	

Cyp7a1	et	Cyp7b1	vont	subir	l’action	de	la	3β-hydroxy-D5-C27-steroid	oxydo-réductase	(HSD3B7).	Le	
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produit	 de	 l’activité	 de	 HSD3B7	 pourra	 ensuite	 emprunter	 2	 voies	 différentes	 dans	 lesquelles	

interviennent	 différentes	 réactions	 enzymatiques.	 Dans	 le	 cas	 où	 il	 interagit	 avec	 la	 sterol	 12-α-

hydroxylase	 (CYP8B1),	 il	 formera	 l’acide	 cholique	 (CA).	 Dans	 le	 cas	 contraire,	 il	 formera	 l’acide	

chénodésoxycholique	 (CDCA).	 Chez	 l'homme,	 le	 CA	et	 le	 CDCA	 sont	produits	 dans	des	proportions	

similaires.	Chez	 la	 souris,	 le	CDCA	est	majoritairement	converti	en	acide	muricholique	 (MCA)	et	on	

retrouve	 un	 ratio	 acide	 cholique/acide	b-muricholique	 de	 1.4:1	 (Huang	 et	 al.,	 2009)	 (Brites	 et	 al.,	

1998)	 (Uchida	 et	 al.,	 1984).	 Ces	 acides	 biliaires	 formés	 dans	 le	 foie	 constituent	 les	 acides	 biliaires	

primaires	 et	 sont	 conjugués	 à	 la	 taurine	 (conjugaison	 majoritaire	 chez	 la	 souris)	 et	 à	 la	 glycine	

(conjugaison	 majoritaire	 chez	 l’homme)	 (Sundaram	 et	 al.,	 2008)	 (Lefebvre	 et	 al.,	 2009).	 La	

conjugaison	 des	 acides	 biliaires,	 augmente	 leur	 solubilité	 et	 les	 rend	 donc	 imperméables	 aux	

membranes	 cellulaires,	 favorisant	 le	 stockage	 des	 acides	 biliaires	 dans	 la	 vésicule	 biliaire	 (Chiang,	

2009).	 Des	 multiples	 transporteurs	 permettent	 l’export	 des	 acides	 biliaires	 en	 dehors	 du	 foie	 ou	

empêchent	leur	ré-absorption	(Lefebvre	et	al.,	2009).	Au	niveau	de	l’iléon	mais	surtout	au	niveau	du	

colon,	 les	 acides	 biliaires	 primaires	 conjugués	 sont	 déconjugés	 et	 déshydroxylés	 (7-α	

déshydroxylation)	 par	 des	 enzymes	 du	 microbiote	 intestinal	 en	 acides	 biliaires	 secondaires	

(lithocholate	 (LCA)	 et	 déoxycholate	 (DCA)).	 La	 7-α	 déshydroxylation	 fait	 intervenir	 des	 enzymes	

bactériennes,	les	hydrolases	des	sels	biliaires	(BSHs),	exprimées	par	différentes	espèces	bactériennes	

appartenant	au	genre	Clostridium	(Wells	et	al.,	2003)	(Kitahara	et	al.,	2001).	Cette	déshydroxylation	

facilite	la	réabsorption	des	acides	biliaires	par	les	cellules	épithéliales	du	colon.	

	

2.2.3.2.	Transport	hépato-biliaire	des	acides	biliaires.	
	

La	sécrétion	canaliculaire	des	acides	biliaires	se	fait	via	des	transporteurs	par	un	mécanisme	

actif,	dépendant	de	 l’hydrolyse	d’ATP.	Le	principal	 transporteur	des	acides	biliaires	au	niveau	de	 la	

membrane	 canaliculaire	 des	 hépatocytes	 est	 la	 BSEP	 (Bile	 Salt	 Export	 Pump),	 également	 appelé	

ABCB11	(Figure	9)	(Dikkers	&	Tietge,	2010).	Les	souris	transgéniques	surexprimant	BSEP	présentent	

une	augmentation	du	flux	et	des	sécrétions	biliaires	en	cholestérol,	phospholipides	et	acides	biliaires,	

sans	modification	 de	 l’expression	 des	 transporteurs	 hépato-biliaires	 de	 cholestérol	 (ABCG5/G8)	 et	

phospholipides	(ABCB4),	suggérant	que	les	sécrétions	biliaires	en	cholestérol	et	phospholipides	sont	

couplées	 quantitativement	 à	 la	 sécrétion	 d’acides	 biliaires	 (Henkel	 et	 al.,	 2011).	 Chez	 la	 souris,	 la	

protéine	 MDR1	 (Multidrug	 Resistant	 protein)	 exprimée	 au	 niveau	 canaliculaire	 des	 hépatocytes	

serait	également	 impliquée	dans	 le	transport	d’acides	biliaires	dans	 la	bile,	mais	dans	une	moindre	

mesure	que	BSEP	(Lam	et	al.,	2005).	
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2.2.3.3.	Transport	hépato-biliaire	du	cholestérol.	
	

ABCG5	 et	ABCG8	 sont	deux	hémi-transporteurs	 impliqués	dans	 le	 transport	hépato-biliaire	

du	 cholestérol.	 ABCG5	 et	 ABCG8	 sont	 composés	 de	 6	 domaines	 transmembranaires	 et	 sont	

principalement	localisés	au	niveau	de	la	membrane	apicale	des	cellules	intestinales	et	au	niveau	de	la	

membrane	 canaliculaire	 des	 hépatocytes.	 Au	 niveau	 hépatique	 et	 intestinal,	 l’hétérodimère	

ABCG5/G8	assure	 l’excrétion	du	cholestérol	dans	 la	bile	et	 la	 lumière	 intestinale,	respectivement.	 Il	

participe	majoritairement	à	 l’excrétion	des	 stérols	 végétaux	 (Figure	9)	 (X.	H.	Yu	et	al.,	 2014).	 SR-BI	

exprimé	au	niveau	de	la	membrane	canaliculaire	des	hépatocytes	serait	également	impliqué	dans	le	

transport	 du	 cholestérol	 dans	 la	 bile,	 mais	 dans	 une	 moindre	 mesure	 que	 ABCG5/8	 (Figure	 9)	

(Wiersma	et	al.,	2009)	(Dikkers	&	Tietge,	2010).	Des	études	chez	la	souris	ont	mis	en	évidence	que	la	

protéine	NPC1L1	(Niemann-Pick	C1-like	1),	exprimée	au	niveau	de	la	membrane	apicale	de	l’intestin,	

participe	 à	 la	 réabsorption	 intestinale	 du	 cholestérol,	 contrebalançant	 ainsi	 l’action	 de	 ABBG5/G8	

(Figure	 9).	 Chez	 la	 souris,	 NPC1L1	 est	 uniquement	 exprimé	 au	 niveau	 intestinal,	 contrairement	 à	

l’homme	 ou	 NPC1L1	 est	 exprimé	 au	 niveau	 du	 foie	 et	 de	 l’intestin.	 Afin	 d’étudier	 la	 contribution	

hépatique	 de	 NPC1L1	 chez	 l’homme,	 Temel	 et	 al.	 ont	 généré	 des	 souris	 transgéniques	 exprimant	

NCP1L1	au	niveau	du	foie	(NPC1L1FoieTg).	Les	souris	NPC1L1FoieTg	montrent	une	réduction	importante	

des	 sécrétions	 biliaires	 en	 cholestérol	 (>90%)	 sans	 modification	 des	 sécrétions	 biliaires	 en	 acides	

biliaires	et	phospholipides.	Les	auteurs	proposent	que	NCP1L1	pourrait	être	responsable	d’un	retro-

transport		du	cholestérol	du	canalicule	biliaire	vers	les	hépatocytes,	prévenant	ainsi	l’excès	de	perte	

de	cholestérol	biliaire	(Temel	et	al.,	2007).	

	

2.2.3.4.	Transport	hépato-biliaire	des	phospholipides.	
	

C’est	 le	 transporteur	 ABCB4	 (MDR2),	 exprimé	au	niveau	de	 la	membrane	 canaliculaire	 des	

hépatocytes,	qui	assure	la	sécrétion	de	phospholipides,	en	particulier	de	phosphatidylcholines,	dans	

la	bile	 (Figure	9).	L’invalidation	de	ABCB4	chez	 la	souris	entraîne	au	niveau	biliaire,	une	diminution	

des	sécrétions	en	cholestérol	et	phospholipides	(Elferink	et	al.,	1996)	(Kruit	et	al.,	2005).	Ces	résultats	

sont	 en	 accord	 avec	 des	 études	 précédentes	 mettant	 en	 évidence	 que	 les	 sécrétions	 biliaires	 en	

cholestérol	 et	 phospholipides	 sont	 quantitativement	 couplées	 (Mazer	 &	 Martin,	 1984)	 (Robins	 &	

Armstrong,	1976).		
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plus	 la	sécrétion	de	CCK.	Les	acides	biliaires	circuleront	 le	 long	du	tractus	gastrointestinal	et	seront	

réabsorbés	au	niveau	des	entérocytes	de	l’iléon.	En	fonction	de	leur	polarité,	95%	des	acides	biliaires	

vont	 pénétrer	 dans	 ces	 cellules	 par	 diffusion	 ou	 par	 l’intermédiaire	 de	 ASBT	 (Apical	 Sodium-

dependent	 Bile	 acid	 Transporter,	 SLC10A2).	 Le	 transport	 des	 acides	 biliaires	 au	 travers	 des	

entérocytes	 implique	 trois	 protéines	 (Figure	 10)	:	 le	 transporteur	 ASBT	 localisé	 au	 niveau	 de	 la	

membrane	 apicale	 des	 entérocytes	 (transport	 dépendant	 du	 Na+),	 la	 protéine	 cytosolique	 IBABP	

(Intestinal	 Bile	 Acid-Binding	 Protein)	 et	 le	 transporteur	 hétérodimérique	 Osta-Ostb,	 localisé	 au	

niveau	de	la	membrane	basolatérale	des	entérocytes	(transport	indépendant	du	Na+)	(Dawson	et	al.,	

2003)	(Dawson	et	al.,	2005).	L'hétérodimère	Osta-Ostb	permet	l'efflux	dans	la	circulation	portale	des	

acides	biliaires	et	leur	retour	au	foie.	Dans	le	foie,	ils	sont	recyclés	pour	retrouner	dans	la	circulation	

entéro-hépatique.		

La	 captation	 hépatique	 des	 acides	 biliaires	 se	 fait	 au	 niveau	 de	 la	 membrane	 sinusoïdale	

contre	 un	 gradient	 éléctrochimique	 par	 des	 mécanismes	 dépendants	 et	 indépendants	 du	 Na+.	 Le	

transporteur	NCTP	 (Na+/Taurocholate	Cotransporting	Polypeptides)	réalise	 la	captation	dépendante	

du	Na+,	et	des	membres	de	 la	famille	des	OATP	(Organic	Anion	Transporting	Polypeptides)	tels	que	

Oatp1a2	 et	 Oatp1b1,	 sont	 responsables	 du	 transport	 indépendant	 du	 Na+.	 NTCP	 transporte	

préférentiellement	 les	acides	biliaires	conjugués,	alors	que	 les	OATP	transportent	plus	de	 la	moitié	

des	acides	biliaires	non	conjugués	(Alrefai	&	Gill,	2007).		

Le	cycle	entéro-hépatique	des	acides	biliaires	est	 représenté	de	 façon	schématique	dans	 la	

Figure	10.	
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pour	 NPC1L1	 (NPC1L1-KO)	 sous	 régime	 normolipidique	 présentent	 une	 diminution	 importante	 de	

l’absorption	de	cholestérol	alimentaire	(~69%)	et	une	diminution	de	la	concentration	en	cholestérol	

estérifié	dans	 le	foie,	par	rapport	aux	souris	sauvages.	Sous	régime	riche	en	acide	cholique,	régime	

favorisant	 l’absorption	 intestinale	 des	 lipides	 et	 notamment	 du	 cholestérol	 alimentaire,	 les	 souris	

NPC1L1-KO	 montrent	 une	 baisse	 de	 l’absorption	 de	 cholestérol	 intestinal	 de	 l’ordre	 de	 80%	 par	

rapport	aux	souris	sauvages	(Altmann	et	al.,	2004).	L’ezetimibe	est	un	inhibiteur	de	NPC1L1	capable	

de	réduire	l’absorption	intestinale	de	cholestérol	et	les	taux	de	cholestérol	plasmatiques	;	il	constitue	

actuellement	un	médicament	 cliniquement	approuvé	dans	 le	 traitement	de	 l’hypercholestérolémie	

(Ara	et	al.,	2008).	Chez	l'homme,	contrairement	à	la	souris,	NPC1L1	est	également	exprimé	au	niveau	

du	 foie	où	 il	 participe	 au	 retro-transport	 du	 cholestérol	 du	 canalicule	biliaire	 vers	 les	hépatocytes.	

Ainsi,	 la	réduction	du	cholestérol	plasmatique	 induite	par	 l	‘ezetimibe	pourrait	en	partie	être	due	à	

une	 inhibition	 de	 la	 fonction	 hépatique	 de	 NPC1L1	 dans	 la	 protection	 contre	 la	 sécrétion	 du	

cholestérol	dans	la	bile	(Temel	et	al.,	2007).		

Le	 rôle	 de	SR-BI	dans	 l'absorption	 intestinale	 du	 cholestérol	 est	 controversé.	 L’invalidation	

totale	de	SR-BI	chez	la	souris	n’altère	ni	l’absorption	intestinale	du	cholestérol,	ni	son	excrétion	dans	

les	fèces.	Ces	données	suggèrent	que	le	rôle	de	SR-BI,	à	 la	différence	de	celui	de	NPC1L1,	n’est	pas	

essentiel	à	l’absorption	du	cholestérol	intestinal	(Mardones	et	al.,	2001).	Bietrix	et	al.	ont	montré	que	

des	souris	surexprimant	SR-BI	spécifiquement	au	niveau	de	l’intestin	(modèle	présentant	également	

une	faible	surexpression	hépatique),	présentent	une	augmentation	de	20%	des	sécrétions	biliaires	en	

cholestérol	(Bietrix	et	al.,	2006).	Après	gavage	avec	du	cholestérol	radiomarqué	(C14-cholestérol),	ces	

souris	 montrent	 une	 diminution	 du	 traceur	 C14	 dans	 plasma	 par	 rapport	 aux	 souris	 sauvages	

(diminution	 de	 facteur	 2,	 3h	 après	 gavage)	 associée	 à	 une	 augmentation	 du	 traceur	 C14	 dans	 la	

muqueuse	intestinale,	les	entérocytes	et	les	sécrétions	biliaires.	Ces	résultats	semblent	suggérer	que	

la	surexpression	de	SR-BI	au	niveau	intestinal	entraîne	une	accélération	de	l'absorption	intestinale	de	

cholestérol.	 Récemment,	 Bura	 et	al.	 (Bura	 et	 al.,	 2013)	 ont	 évalué	 l’absorption	 intestinale	 chez	 ce	

même	modèle	de	souris	surexprimant	SR-BI	au	niveau	 intestinal,	en	mesurant	 l’excrétion	 fécale	de	

stérols	neutres	ainsi	qu’en	utilisant	une	technique	classique	pour	 la	mesure	directe	de	 l’absorption	

intestinale,	la	«	fecal	dual-isotope	method	»,	méthode	qui	est	basée	sur	l'administration	d'une	dose	

orale	unique	de	cholestérol	radiomarqué	et	d'un	phytostérol	radiomarqué	non	absorbé,	tel	que	le	b-

sitostérol	(Borgström,	1968)	(Wang	&	Carey,	2003).	Ils	ont	ainsi	montré	que	ces	souris	ne	présentent	

pas	 de	 modifications	 de	 l’absorption	 intestinale	 de	 cholestérol	 ni	 de	 l’excrétion	 fécale	 de	 stérols	

neutres	 par	 rapport	 aux	 souris	 sauvages.	 Les	 auteurs	 concluent	 que	 SR-BI	 n'est	 pas	 impliqué	 dans	

l'absorption	intestinale	du	cholestérol	et	argumentent	que	la	mesure	de	l’absorption	intestinale	via	

SR-BI	réalisée	par	Bietrix	et	al.	n’est	pas	sans	biais,	le	suivi	après	gavage	du	cholestérol	radiomarqué	

dans	 le	 plasma,	 la	 muqueuse	 intestinale,	 le	 foie	 et	 la	 bile	 n’étant	 pas	 uniquement	 le	 reflet	 de	
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soit	après	transformation	en	acides	biliaires,	pour	conduire	 in	fine	à	son	élimination	dans	 les	fèces.	

Toutefois	des	travaux	menés	durant	 les	10	dernières	années	ont	mis	en	évidence	 l’existence	d’une	

voie	 trans-intestinale	 d’excrétion	 du	 cholestérol	(TICE),	 indépendante	 du	 RCT,	 et	 contribuant	 elle	

aussi	à	 l’élimination	du	cholestérol.	Le	TICE	est	un	mécanisme	par	 lequel	 l’intestin	grêle	sécrète	de	

façon	active	 le	cholestérol	plasmatique	dans	 la	 lumière	 intestinale	 (Temel	&	Brown,	2015)	 (Brufau,	

Groen,	&	Kuipers,	2011a).	 Initialement,	 le	TICE	a	été	mis	en	évidence,	chez	des	patients	présentant	

une	 obstruction	 des	 voies	 biliaires,	 chez	 lesquels	 il	 a	 été	 montré	 l’existence	 d’une	 sécrétion	 de	

cholestérol	 par	 la	 muqueuse	 intestinale	 (Cheng	 &	 Stanley,	 1959)	 (Stanley	 et	 al.,	 1959).	

Ultérieurement,	le	TICE	a	également	été	mis	en	évidence	dans	d'autres	études	menées	chez	l'homme	

(Cheng	 &	 Stanley,	 1959)	 (Stanley	 et	 al.,	 1959)	 (Simmonds	 et	 al.,	 1967)	 (Deckelbaum	 et	 al.,	 1977)	

(Hellman	et	al.,	1955)	 ;	et	dans	des	études	chez	 la	souris	dans	différents	modèles	murins	dont	des	

modèles	de	diversion	chirurgicale	du	canal	cholédoque	(van	der	Veen	et	al.,	2009)	(Vrins	et	al.,	2009)	

(van	der	Velde	et	al.,	2008)	(L.	Yu	et	al.,	2002)	(Voshol	et	al.,	1998).	Certaines	études	suggèrent	que	

44%	de	la	perte	fécale	de	cholestérol	chez	l’homme	auraient	des	origines	non-biliaires	(Stanley	et	al.,	

1959).	 Chez	 la	 souris,	 la	 voie	 du	 TICE	 contribuerait	 pour	 moins	 de	 30%	 à	 l’excrétion	 fécale	 de	

cholestérol	(Temel	&	Brown,	2015).	

Parmi	 les	 modèles	 murins	 chez	 lesquels	 le	 TICE	 est	 activé	 (de	 façon	 chronique	 ou	 aiguë	

respectivement),	on	 retrouve	 les	 souris	 transgéniques	exprimant	au	niveau	du	 foie	 le	 transporteur	

NCP1L1,	 impliqué	 dans	 le	 retro-transport	 hépato-biliaire	 du	 cholestérol	 (souris	 NPC1L1FoieTg)	 et	 les	

souris	 invalidées	 pour	 l’acyl-Coenzyme	 A:	 Cholesterol	 acyltransferase	 2	 (ACAT2)	 via	 un	

oligonucléotide	 antisens.	 Les	 souris	 NPC1L1FoieTg	 présentent	 une	 forte	 diminution	 (	 >90%)	 des	

sécrétions	 biliaires	 en	 cholestérol	 par	 rapport	 aux	 souris	 sauvages	 et	 ont	 des	 valeurs	 inchangées	

d’excrétion	 fécale	 en	 cholestérol	 et	 de	 RCT	 des	 macrophages	 vers	 les	 fèces,	 ce	 qui	 suggère	 une	

augmentation	du	TICE	chez	ces	 souris	 (Temel	et	al.,	2010a)	 (Temel	&	Brown,	2010b)	 (Temel	et	al.,	

2007).	 ACAT2	 est	 une	 enzyme	 qui	 assure	 l’estérification	 du	 cholestérol	 au	 niveau	 du	 foie	 et	 qui	

semble	être	 impliquée	dans	 le	TICE	 (Figure	12)	 (Nguyen	et	al.,	2012).	Au	niveau	du	 foie,	en	accord	

avec	 la	 fonction	hépatique	de	ACAT2,	 les	souris	 invalidées	pour	ACAT2	présentent	une	forte	baisse	

du	 cholestérol	 estérifié	 mais,	 pas	 d’augmentation	 équivalente	 du	 cholestérol	 libre	 (Brown	 et	 al.,	

2008)	 (Marshall	 et	 al.,	 2014a).	De	 façon	 intéressante	 l’invalidation	hépatique	de	ACAT2	 induit	 une	

stimulation	de	l’excrétion	fécale	de	stérols	sans	modification	des	sécrétions	biliaires	en	cholestérol.	

Les	 auteurs	 ont	 également	montré	 que	 ces	 souris	 présentent	 une	 augmentation	 plasmatique	 des	

lipoprotéines	 contenant	 l’apoB	 ainsi	 qu’une	 augmentation	 de	 la	 quantité	 de	 cholestérol	 accumulé	

dans	 l’intestin	 grêle.	 Par	 ailleurs,	 l'invalidation	 de	 ACAT2	 via	 un	 oligonucléotide	 antisens,	 dans	 un	

modèle	 d’athérosclérose	 (LDLR-KO/apoB100),	 induit	 une	 réduction	 du	 développement	 de	

l’athérosclérose	 (Bell	 et	 al.,	 2006).	 D'après	 ces	 deux	modèles	murins	 de	 stimulation	 chronique	 du	
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TICE,	 on	 peut	 proposer	 que	 dans	 des	 conditions	 où	 le	 pool	 de	 cholestérol	 hépatique	 libre	 devient	

trop	important	pour	être	estérifié	ou	sécrété	dans	la	bile,	une	voie	plasmatique	alternative	est	mise	

en	jeu	pour	la	sécrétion	intestinale	et	l’excrétion	fécale	du	cholestérol.	En	effet,	dans	ces	conditions,	

l’excès	 de	 cholestérol	 libre	 hépatique	 se	 retrouve	 sécrété	 dans	 la	 circulation	 via	 la	 production	 de	

VLDL	 (Figure	 12).	 En	 accord	 avec	 ce	mécanisme	 de	 régulation,	 une	 étude	menée	 par	 l’équipe	 de	

Temel	a	démontré	qu’une	inhibition	de	la	sécrétion	hépatique	de	VLDL	impacte	négativement	le	TICE	

(Marshall	et	al.,	2014b).	De	façon	élégante,	cette	étude	a	utilisé	un	modèle	de	souris	pour	lequel	le	

TICE	est	chroniquement	activé	 (NPC1L1FoieTg)	et	présentant	une	 invalidation	hépatique	pour	 la	MTP	

(microsomal	 triglyceride	 transfer	protein),	protéine	 impliquée	dans	 la	 lipidation	et	 la	 sécrétion	des	

VLDL.	Dans	ce	modèle,	 les	auteurs	ont	constaté	une	diminution	de	 l’excrétion	fécale	de	cholestérol	

par	rapport	aux	souris	NPC1L1FoieTg	exprimant	la	MTP.	En	accord	avec	ces	résultats,	une	autre	étude	a	

montré	 que	 le	 RCT	 des	 macrophages	 vers	 les	 fèces	 était	 diminué	 chez	 les	 souris	 présentant	 une	

invalidation	hépatique	de	MTP	(Dikkers	et	al.,	2014).	Par	ailleurs,	il	a	été	montré	que	le	TICE	n’est	pas	

altéré	chez	des	souris	 invalidées	pour	ABCA1,	caractérisées	par	un	faible	taux	plasmatique	de	HDL.	

Ainsi,	à	ce	jour,	aucune	étude	n’a	formellement	démontré	l’implication	des	HDL	dans	le	transport	

du	cholestérol	circulant	vers	l’intestin	via	le	TICE	(Vrins	et	al.,	2012).		

Les	 lipoprotéines	 contenant	 l'apoB	 (VLDL,	 LDL)	 impliquées	 dans	 le	 TICE	 pourraient	 être	

reconnues	 au	niveau	de	 l’intestin	 grêle	proximal	par	des	 récepteurs	 situés	 au	pôle	basolateral	 des	

entérocytes,	 tels	que	 le	 récepteur	aux	 LDL	 (LDLR)	et	 les	 récepteurs	de	 la	 famille	du	 LDL	 :	 LRP	 (LDL	

related-receptor	protein),	VLDLR	(récepteur	aux	VLDL)	ou	apoER2	(apolipoproteinE	receptor	type	2)	

(Herz	et	al.,	1988)	(García-Miranda	et	al.,	2010).	L’implication	du	LDLR	dans	le	TICE	reste	cependant	

un	sujet	controversé	puisque	le	TICE	peut	également	être	mis	en	évidence	chez	les	souris	déficientes	

pour	 le	 LDLR	 (Brown	 et	 al.,	 2008)	 et	 que,	 inversement,	 Le	 May	 et	 al.	 ont	 montré	 que	 dans	 des	

conditions	 qui	 augmentent	 l’expression	 du	 LDLR	 telles	 que	 l’invalidation	 de	 PCSK9	 (proprotéine	

convertase	subtilisine/kexine	de	type	9)	ou	un	traitement	par	des	statines,	le	TICE	est	augmenté	(Le	

May	 et	 al.,	 2013).	 Certains	 auteurs	 ont	 suggéré	 que	 SR-BI	 puisse	 être	 impliqué	 dans	 le	 TICE.	

Cependant	il	n’existe	à	ce	jour	aucune	évidence	qui	appuie	cette	hypothèse.	Ainsi,	l’équipe	de	Temel	

et	Brown	a	montré	que	des	souris	surexprimant	SR-BI	au	niveau	de	 l’intestin	ne	présentent	pas	de	

variations	de	 l’absorption	 intestinale	et	de	 l’excrétion	 fécale	de	 stérols	neutres	 (Bura	et	 al.,	 2013).	

Dans	une	étude	mesurant	le	TICE	dans	différentes	conditions	de	régime	alimentaire,	Van	der	Verlde	

et	 al.	 ont	 montré	 que	 l’expression	 génique	 et	 protéique	 de	 SR-BI	 au	 niveau	 intestinal	 corrélait	

positivement	avec	 le	TICE	(van	der	Velde	et	al.,	2008).	Cependant,	de	façon	paradoxale,	 le	TICE	est	

soit	 non	 modifié	 (Vrins	 et	 al.,	 2012)	 soit	 significativement	 augmenté	 chez	 les	 souris	 SR-BI-KO	

(invalidation	 totale)	 (van	der	Velde	et	al.,	2008).	Une	explication	possible	à	ce	paradoxe	est	que	 la	

diminution	 en	 sécrétions	 biliaires	 de	 cholestérol	 observée	 chez	 les	 souris	 SR-BI-KO	 conduit,	 par	
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compensation,	 à	 une	 augmentation	 du	 TICE.	 Cependant,	 les	 souris	 SR-BI-KO	 ont	 une	 excrétion	 de	

stérols	neutres	 légèrement	diminuée	par	 rapport	aux	 souris	 sauvages,	 ce	qui	 indiquerait	que	cette	

compensation	n’est	que	partielle	(Mardones	et	al.,	2001).		

Le	 trafic	 intracellulaire	 du	 cholestérol	 dérivé	 du	 TICE	 du	 pôle	 basal	 vers	 le	 pôle	 apical	 de	

l’entérocyte	 n’est	 pas	 clairement	 compris	 à	 ce	 jour.	 Etant	 donné	 que	 ce	 sont	 les	 lipoprotéines	

contenant	l’apoB	qui	semblent	être	impliquées	dans	le	TICE,	il	est	possible	que	ce	trafic	intracellulaire	

fasse	 intervenir	 des	 compartiments	 endosomaux	 et	 lysosomaux.	 Deux	 études	 in	 vivo	 ont	 mis	 en	

évidence	 un	 efflux	 du	 cholestérol	 issu	 du	 TICE	 du	 pôle	 apical	 de	 l’entérocyte	 vers	 la	 lumière	

intestinale	 via	 l’action	 des	 hémi-transporteurs	 ABCG5/8	 et	 du	 transporteur	 ABCB1a/b	 (modèles	

d'étude	:	souris	invalidées	pour	ABCG5/8	et	souris	invalidées	pour	les	deux	isoformes	de	ABCB1,	les	

isoformes	a	et	b)	(Figure	12)	(Jakulj	et	al.,	2010)	(J.	Wang	et	al.,	2015)	(Brufau	et	al.,	2011b)	(Le	May	

et	al.,	2013).		

	

Le	 TICE	 peut	 être	 stimulé	 par	 des	 agonistes	 des	 récepteurs	 nucléaires	 LXR	 et	 PPARd,	

l’ézetimible	mais	également	par	le	contenu	en	graisse	dans	l’alimentation	(Jakulj	et	al.,	2010)	(Vrins	

et	al.,	2009)	 (van	der	Velde	et	al.,	2008).	 L’administration	d’un	agoniste	LXR,	T0901317,	 induit	une	

stimulation	importante	du	TICE,	avec	une	contribution	du	TICE	à	l’excrétion	fécale	de	cholestérol	de	

63%	 chez	 les	 souris	 traitées	 contre	 33%	 chez	 les	 souris	 contrôles	 (van	 der	 Veen	 et	 al.,	 2009).	 Un	

traitement	 par	 l'agoniste	 synthétique	 du	 LXR,	 GW3965	 augmente	 les	 sécrétions	 biliaires	 en	

cholestérol	 de	 74%	 chez	 les	 souris	 sauvages	 mais	 n’a	 aucun	 effet	 sur	 les	 sécrétions	 des	 souris	

invalidées	 pour	 ABCB4	 (ABCB4-KO),	 caractérisées	 par	 de	 très	 faibles	 sécrétions	 biliaires	 en	

cholestérol	 et	 phospholipides.	 Cependant	 le	 traitement	 augmente	 l’excrétion	 fécale	 en	 cholestérol	

chez	 les	 souris	 sauvages	 et	 ABCB4-KO	 et	 stimule	 l’excrétion	 dans	 les	 fèces	 de	 cholestérol	

radiomarqué	d’origine	plasmatique	chez	 les	souris	ABCB4-KO.	Les	auteurs	ont	estimé	que,	chez	 les	

souris	 ABCB4-KO	 traitées	 par	 l'agoniste	 LXR,	 plus	 de	 55%	 du	 cholestérol	 excrété	 dans	 les	 fèces	

provient	du	TICE	(Kruit	et	al.,	2005).	
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Il	 existe	 cependant,	 certaines	 études	 remettant	 en	 cause	 au	 moins	 partiellement,	

l'importance	 de	 la	 voie	 du	 TICE.	 Nijstad	 et	 al.	 ont	 démontré	 que	 lorsque	 les	 voies	 biliaires	 sont	

altérées,	 bien	 que	 l'excrétion	 massique	 en	 stérols	 fécaux	 ne	 soit	 pas	 affectée,	 le	 RCT	 des	

macrophages	 vers	 les	 fèces	 est	 altéré	 (Nijstad	 et	 al.,	 2011).	 Le	 RCT	 des	macrophages	marqués	 au	

cholestérol	tritié	vers	les	fèces	est	aboli	chez	les	souris	ayant	subi	une	ligature	du	canal	cholédoque.	

Chez	 les	 souris	ABCB4-KO,	 chez	 lesquelles	 les	 sécrétions	de	 cholestérol	 biliaire	 sont	 très	 faibles,	 le	

RCT	des	macrophages	vers	les	fèces	est	fortement	diminué.	En	accord	avec	ceci,	l'administration	d'un	

agoniste	 LXR	 T0901317	 augmente	 le	 RCT	 des	macrophages	 vers	 les	 fèces	 chez	 les	 souris	 sauvages	

mais	pas	chez	les	souris	ABCB4-KO.	L'excrétion	massique	de	stérols	fécaux	est,	quant	à	elle,	stimulée	

de	 façon	 similaire	 chez	 les	 souris	 sauvages	 et	 les	 souris	 ABCB4-KO.	 Cette	 étude,	 suggère	 que	 la	

fonctionnalité	du	RCT	dépend	des	sécrétions	biliaires	en	cholestérol	(Nijstad	et	al.,	2011).		
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CHAPITRE	II	:	
	
	

CAPTATION	HÉPATIQUE	DES	HDL	PAR	LES	
VOIES	SR-BI	ET	ECTO-F1-ATPase/P2Y13	
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La	 voie	 SR-BI	 et	 la	 voie	 Ecto-F1-ATPase/P2Y13	 sont	 à	 ce	 jour	 les	 deux	 voies	 distinctes	 de	

captation	hépatique	des	HDL,	étape	clé	du	transport	retour	du	cholestérol.		

Dans	 un	 premier	 temps,	 nous	 aborderons	 les	mécanismes	moléculaires	 de	 ces	 2	 voies	 de	

captation	 des	 HDL.	 Ensuite,	 nous	 ferons	 l’état	 de	 l’art	 sur	 l’apport	 des	 modèles	 animaux	 dans	 la	

compréhension	des	implications	de	ces	voies	dans	le	métabolisme	des	HDL	et	le	développement	de	

l’athérosclérose.	Les	variants	génétiques	des	deux	récepteurs	P2Y13	et	SR-BI	identifiés	chez	l’homme	

seront	 également	 abordés.	 Enfin,	 nous	 traiterons	 des	 perspectives	 thérapeutiques	 pour	

l’athérosclérose,	envisageables	ou	en	cours	de	développement,	ciblant	chacune	de	ces	deux	voies.		

	

1.	Voie	SR-BI.	
	

1.1.	 Recherche	 fondamentale	:	 Fonctions,	 mécanismes	 moléculaires	 impliqués	 et	

régulation.		
	

1.1.1.	Description	du	récepteur	SR-BI	et	ses	fonctions.	

	

Le	gène	codant	pour	SR-BI	(Scavenger	Receptor	class	B	type	I),	dont	l’orthologue	humain	est	

CLA-I	(CD36	et	LIMPII	Analogue	I)	est	composé	de	13	exons	et	code	pour	une	protéine	de	509	acides	

aminés	et	de	82	kDa.	La	protéine	SR-BI	est	formée	d’une	large	boucle	extracellulaire	ancrée	par	deux	

domaines	transmembranaires	adjacents	aux	extrémités	cytoplasmiques	N-	et	C-terminales	(N-	et	C-

ter)	(Figure	13)	(M.	Krieger,	1999).	La	boucle	extracellulaire	de	SR-BI	contient	de	nombreux	sites	de	

glycosylation	et	d'acylation	par	des	acides	gras	 (Babitt	et	al.,	1997).	 L'extrémité	C-ter	du	 récepteur	

contient	un	motif	 leucine-zipper	qui	permet	 la	 formation	d'homo-	ou	hétérodimères	 ,	 ainsi	qu'une	

séquence	de	ciblage	péroxysomale	PTSI	grâce	à	 laquelle	SR-BI	peut	être	dirigé	dans	le	péroxysome,	

organite	 impliqué	dans	 la	b-oxydation	des	 acides	 gras	 et	 le	 transport	 intracellulaire	 du	 cholestérol	

(M.	S.	Johnson	et	al.,	1998)	(M.	S.	C.	Johnson	et	al.,	2003)	(Chu	et	al.,	2015).	A	l'extrémité	C-ter	de	SR-

BI	est	associée	une	protéine	adaptatrice	de	523	acides	aminés	et	contenant	4	domaines	PDZ,	appelée	

PDZK1	(Ikemoto	et	al.,	2000)	.	La	protéine	adaptatrice	PDZK1	contrôle	de	façon	post-traductionnelle,	

l'expression	protéique	de	SR-BI	notamment	au	niveau	du	foie	(Kocher	et	al.,	2003).	SR-BI	appartient	à	

la	famille	des	récepteurs	«	scavenger	»	(«	éboueur	»	en	français)	de	la	classe	B,	comprenant	CD36	et	

LIMPII	(récepteurs	pouvant	lier	les	LDL	modifiés	et	natifs)	et	a	la	capacité	de	lier	plusieurs	ligands.	En	

effet,	 bien	que	 classiquement	décrit	 pour	 lier	 les	HDL,	 SR-BI	 est	 également	 capable	de	 lier	 les	 LDL	

natifs	 ou	 oxydés,	 les	 VLDL,	 les	 chylomicrons	 et	 des	 ligands	 autres	 que	 les	 lipoprotéines	

(phospholipides,	 SAA,	 b-amyloïde,	 bactéries	 et	 cellules	 apoptotiques)	 (Baranova	 et	 al.,	 2016).	

Différents	 travaux	 ont	 pu	 démontrer	 l’implication	 de	 SR-BI	 dans	 la	 clairance	 plasmatique	 des	

lipoprotéines	contenant	de	l’apoB	(LDL,	VLDL,	chylomicrons)	(S.	Acton	et	al.,	1996)	(M.	Krieger,	2001)	
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SR-BI	 exerce	 également	 une	 fonction	 athéroprotectrice	 au	 niveau	 de	 la	 paroi	 vasculaire,	

d'une	part	via	 son	expression	dans	 les	macrophages	de	 l’espace	 sous-endothélial,	 en	participant	 à	

l’efflux	du	cholestérol	vers	les	HDL,	et	d'autre	part	via	son	expression	dans	les	cellules	endothéliales	

où	il	contribue	aux	activités	protectrices	des	HDL	sur	l'endothélium	(de	la	Llera-Moya	et	al.,	1999).	

SR-BI	 contribue	 à	 la	 vasodilatation,	 en	 induisant	 l'activation	 de	 la	 eNOS	 (Yuhanna	 et	 al.,	 2001)	

(Assanasen	et	al.,	2005).	Cette	activation	a	été	associée	à	2	voies	de	signalisation	différentes:	la	voie	

AMPK	qui	va	stimuler	les	acteurs	PI3-kinase/Akt	qui	à	leur	tour	activent	la	eNOS	(phosphorylation	de	

eNOS	sur	la	sérine	1177	par	Akt),	et	la	voie	MAPK	(PI3-kinase/MAPK)	dont	le	mécanisme	associé	est	

moins	 clair	 (Figure	 4)	 (Mineo	 et	 al.,	 2003)	 (Kimura	 et	 al.,	 2010).	 SR-BI	 participe	 également	 à	 la	

vasodilatation	en	permettant	un	apport	de	cholestérol	par	les	HDL	qui	empêche	la	délocalisation	et	

l’inactivation	 de	 la	 eNOS	 cavéolaire	 par	 les	 LDLox	 (de	 la	 Llera-Moya	 et	 al.,	 1999).	 SR-BI	 est	 aussi	

impliqué	dans	les	effets	anti-inflammatoires	des	HDL.	La	capacité	de	l’apoA-I	lipidée	et	de	certaines	

espèces	 de	 phosphatidylcholines	 constituants	 les	 HDL	 à	 inhiber	 l’expression	 endothéliale	 des	

molécules	 d’adhérence	 VCAM-1,	 ICAM-1	 et	 E-sélectine	 par	 le	 TNFa	 ou	 l’IL-1	 fait	 appel	 à	 une	

activation	 du	 récepteur	 SR-BI	 et	 de	 sa	 protéine	 adaptatrice	 PDZK1	 qui	 déclenche	 une	 voie	 de	

signalisation	 intracellulaire	 faisant	 intervenir	 la	 phosphatidylinositol	 3-kinase	 (PI3K)	 et	 la	 eNOS	

(Figure	 4)	 (Baker	 et	 al.,	 1999)	 (Baker	 et	 al.,2000)	 (Kimura	 et	 al.,	 2006).	 L'inhibition	 de	 la	molécule	

d’adhérence	à	la	surface	des	monocytes	et	neutrophiles	activés,	CD11b,	fait	également	intervenir	SR-

BI	(Murphy	et	al.,	2008)	(Murphy	et	al.,	2011).	

	

1.1.2.	Mécanisme	moléculaire	:	Captation	sélective	du	cholestérol	estérifié.	

	
Les	mécanismes	moléculaires	de	captation	sélective	du	cholestérol	via	SR-BI	sont	encore	mal	

connus	 mais	 pourraient	 impliquer	 la	 formation	 d’un	 canal	 hydrophobe,	 composé	 d’un	 dimère	 ou	

multimère	de	SR-BI,	au	travers	duquel	diffuserait	le	cholestérol	estérifié.	(Rodrigueza	et	al.,	1999).	En	

2016,	 Ganesan	et	 al.	 ont	 analysé	 la	 localisation	 de	 SR-BI	 dans	 le	 foie	 chez	 la	 souris,	 en	 utilisant	 2	

approches	différentes	:	la	microscopie	confocale	à	haute	résolution	sur	des	sections	ultrafines	de	foie	

de	souris	et	 la	 cytométrie	en	 flux	de	2	populations	de	cellules	purifiées	par	ultracentrifugation,	 les	

cellules	 parenchymateuses	 (hépatocytes)	 et	 les	 cellules	 non	 parenchymateuses.	 Les	 cellules	 non	

parenchymateuses	 incluent	 principalement	 des	 cellules	 endothéliales	 sinusoïdales	 hépatiques	 ou	

LSEC	pour	Liver	sinusoidal	endothelial	cells.	Par	ces	2	approches,	les	auteurs	montrent	que	SR-BI	est	

majoritairement	 localisé	 au	 niveau	 des	 LSEC	 et	 très	 minoritairement	 au	 niveau	 des	 hépatocytes,	

cellules	qui	avaient	jusqu’à	alors	été	considérées	comme	étant	les	seules	cellules	du	foie	exprimant	

SR-BI.	 Ces	 résultats	 ont	 été	 confirmés	 par	 des	 analyses	 transcriptomiques	 qui	 montrent	 que	

l’expression	de	SR-BI	est	5	fois	plus	importante	au	niveau	des	LSEC	qu’au	niveau	des	hépatocytes.	Les	
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auteurs	expliquent	que	les	limitations	technologiques	des	approches	qui	avaient	été	utilisées	jusqu’à	

présent	ne	permettaient	pas	de	mettre	en	évidence	la	localisation	précise	de	SR-BI	au	niveau	du	foie.	

Cette	étude	récente	pourrait	remettre	en	cause	les	études	précédentes,	qui	ont	toujours	considéré	

que	 l’implication	 de	 SR-BI	 dans	 le	 RCT	 était	 majoritairement	 attribuable	 à	 son	 activité	 dans	 les	

hépatocytes.	 Pour	 expliquer	 ce	 paradoxe,	 les	 auteurs	 proposent	 plusieurs	 hypothèses	 (Ganesan	 et	

al.,	 2016).	 Selon	 la	 1ère	 hypothèse,	 une	 très	 faible	 quantité	 de	 SR-BI,	 non	 détectable	 par	 les	

technologies	 existantes,	 pourrait	 être	 présente	 au	 niveau	 des	 hépatocytes	 et	 lier	 les	 HDL.	 Selon	

l’autre	hypothèse,	 les	HDL	pourraient	se	 lier	à	SR-BI	exprimé	dans	 les	LSEC	et	être	dirigées	vers	 les	

hépatocytes	 par	 un	 mécanisme	 de	 transcytose.	 Après	 avoir	 atteint	 les	 hépatocytes,	 les	 HDL	

pourraient	 se	 lier	 à	 SR-BI	 ou	 à	 d’autres	 récepteurs	 tels	 que	 ceux	 impliqués	 dans	 la	 voie	 ecto-F1-

ATPase/P2Y13.	Des	mécanismes	similaires	de	transcytose	ont	déjà	été	observés	dans	d’autres	types	

de	 cellules	 endothéliales	 aortiques	 ou	 de	 vaisseaux	 lymphatiques	 (Rohrer	 et	 al.,	 2009)	 (Lim	 et	 al.,	

2013).	 Finalement,	 il	 est	 également	possible	que	 la	 captation	 sélective	du	 cholestérol	 estérifié	 des	

HDL	ait	lieu	au	niveau	des	LSEC	et	ce	cholestérol	soit	ensuite	transféré	aux	hépatocytes.	Par	la	suite,	il	

sera	intéressant	d'évaluer	l'existence	de	tels	mécanismes	chez	l'homme.	

	

1.1.3.	Régulation	de	l'expression	de	SR-BI.	

	

1.1.3.1.	Régulation	transcriptionnelle.	

Le	gène	codant	pour	le	récepteur	SR-BI/CLA-1,	SCARB1	(Scavenger	Receptor	Class	B	Member	

1),	est	exprimé	au	niveau	du	foie	et	des	tissus	stéroidogéniques.	Des	études	menées	chez	l’homme	et	

les	 espèces	murines	 ont	montré	 que	 plusieurs	 facteurs	 de	 transcription	 se	 lient	 au	 promoteur	 de	

SCARB1.	 Au	 niveau	 du	 foie	 chez	 l’homme	 et	 le	 rat,	 LXRa	 et	 b	 et	 PPARa	 et	 g	 se	 fixent	 sur	 les	

séquences	distales	LXRE	(LXR	Response	Element)	et	PPRE	(PPAR	Response	Element)	respectivement	

du	promoteur	de	SCARB1	et	régulent	positivement	l’expression	de	SR-BI	en	réponse	aux	oxystérols	et	

aux	 fibrates	 (Malerod	et	 al.,	 2002)	 (Malerod	et	 al.,	 2003).	LRH-1	 (Liver	 receptor	homolog-1)	 active	

également	le	promoteur	de	SCARB1	chez	l’homme	et	les	espèces	murines.	La	surexpression	de	LRH-1	

par	adénovirus	dans	des	hépatocytes	 (lignées	cellulaires	BNCL-2)	 induit	 l’expression	de	SR-BI	et	est	

associée	à	 l’acétylation	de	l’histone	H3	dans	le	promoteur	de	SCARB1	(Schoonjans	et	al.,	2002).	 Il	a	

également	été	montré	que	SF-1	(Steroidogenic	factor-1)	se	lie	au	promoteur	de	SCARB1	et	active	sa	

transcription.	Il	sert	également	de	médiateur	de	la	régulation	AMPc-dépendante	du	gène	SCARB1	en	

réponse	 aux	 hormones	 stéroidiennes	 (Lopez	 et	 al.,	 1999a).	 Les	 stérols	 intracellulaires	 activent	

également	 l’expression	de	SCARB1	via	SREBP-1a	qui	se	 lie	sur	des	éléments	de	réponse	aux	stérols	

(SREs)	 présents	 au	 niveau	 du	 promoteur	 de	 SCARB1	 chez	 le	 rat.	 Les	 facteurs	 de	 transcription	

ubiquitaires	 SP1	et	 SP3	 se	 lient	 à	plusieurs	 séquences	nucléotidiques	 riches	en	GC	au	niveau	de	 la	
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région	 proximale	 du	 promoteur	 de	 SCARB1	 et	 sont	 nécessaires	 à	 la	 transactivation	 SREBP-1a-

dépendante	du	promoteur	de	SCARB1	(Lopez	&	McLean,	1999b)	(Cao	et	al.,	1997)	(Shea-Eaton	et	al.,	

2001).		

Diverses	études	ont	montré	que	l’œstradiol	(E2),	principal	œstrogène	produit	par	les	ovaires,	

régule	 négativement	 l’expression	 de	 SR-BI	 dans	 le	 foie	 chez	 le	 rat	 et	 dans	 des	 lignées	 cellulaires	

issues	 d’hépatomes	 humains	 (HepG2)	 via	 les	 récepteurs	 des	œstrogènes	a	 et	b	 (ERa	 et	b)	 qui	 se	

fixent	 sur	 les	 éléments	 de	 réponse	 aux	œstrogènes	 (ERE)	 au	 niveau	 du	 promoteur	 du	 gène	 SR-BI.	

Cependant,	E2	régule	positivement	cette	fois,	l’expression	de	l'isoforme	de	SR-BI,	SR-BII.	SR-BII	régule	

la	captation	sélective	du	cholestérol	estérifié	avec	une	moindre	efficacité	que	SR-BI,	ce	qui	explique	

qu’en	réponse	à	un	traitement	par	œstrogènes,	bien	que	les	niveaux	de	protéine	SR-BII	des	cellules	

HepG2	soient	augmentés	d’un	facteur	3,2,	 la	captation	sélective	du	cholestérol	estérifié	est	réduite	

de	 25%.	 Contrairement	 à	 l’effet	 de	 l’œstradiol	 dans	 le	 foie,	 E2	 stimule	 l’expression	 de	 SR-BI	 et	 la	

captation	sélective	du	cholestérol	estérifié	dans	les	cellules	du	cortex	surrénal	et	les	cellules	lutéales	

de	l’ovaire	(Lopez	&	McLean,	2006).		

L’expression	 de	 SR-BI	 est	 négativement	 régulée	 par	 le	 récepteur	 nucléaire	 DAX-1	 (dorsal	

sensitive	sex	adrenal	hypoplasia	congenital	critical	region	on	the	X	chromosome	gène	1),	qui,	chez	le	

rat,	interfère	avec	la	transactivation	de	ce	promoteur	par	SF-1	et	SREBP-1a	(Lopez	et	al.,	2001).		

Certains	miRNAs	ont	également	été	impliqués	dans	la	régulation	de	l’expression	de	SR-BI.	La	

transfection	de	cellules	hépatiques	de	souris	 (lignée	cellulaire	Hepa	1-6)	avec	 le	miR-125a	entraîne	

une	 diminution	 de	 l'expression	 de	 SR-BI	 et	 une	 réduction	 de	 la	 captation	 sélective	 du	 cholestérol	

estérifié	médiée	par	SR-BI	(Hu	et	al.,	2012).	MiR-185,	miR-96	et	miR-223	ciblent	également	le	3’	UTR	

de	SR-BI	et	inhibent	la	captation	hépatique	du	HDL-C	in	vivo	et	dans	des	cellules	HepG2	(L.	Wang	et	

al.,	2013).	

	

1.1.3.2.	Régulation	post-traductionnelle.	

La	protéine	adaptatrice	de	SR-BI,	PDZK1,	régule	l'expression	post-traductionnelle	de	SR-BI	de	

façon	 tissu-spécifique.	 Elle	 assure	 la	 stabilité	 de	 l'expression	 de	 SR-BI	 à	 la	 membrane	 plasmique	

notamment	 au	 niveau	 des	 hépatocytes	 (Ikemoto	 et	 al.,	 2000).	 Les	 souris	 invalidées	 pour	 PDZK1	

(PDZK1-KO),	présentent	une	expression	protéique	de	SR-BI	diminuée	de	95%	au	niveau	du	foie	et	de	

50%	au	niveau	de	l'intestin	grêle,	sans	diminution	de	son	ARNm	dans	ces	tissus	et	sans	variation	au	

niveau	des	organes	stéroidogéniques.	L'expression	hépatique	de	l'isoforme	SR-BII	n'est	pas	affectée	

chez	 les	 souris	 PDZK1-KO.	 Une	 augmentation	 du	 HDL-C	 et	 des	 larges	 particules	 HDL,	 riches	 en	

cholestérol,	a	également	été	observée	chez	ces	souris,	bien	que	cette	augmentation	soit	inférieure	à	

celle	caractéristique	des	souris	invalidées	pour	SR-BI	(Kocher	et	al.,	2003)	(Kocher	&	Krieger,	2009).	
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L’expression	hépatique	de	SR-BI	au	niveau	post-traductionnel	est	régulée	négativement	par	

les	 régimes	 athérogènes,	 régimes	 supplémentés	 en	 cholestérol	 et/ou	 en	 cholate	 (diminution	 de	

l'expression	protéique	de	SR-BI	d’un	facteur	3)	(Niemeier	et	al.,	2009).	Récemment,	dans	un	modèle	

de	cellules	HepG2	exprimant	une	protéine	SR-BI	fusionnée	avec	la	GFP	(Green	Fluorescent	protein)	et	

via	 diverses	méthodes	 d’exploration	 fonctionnelle	 et	 d’imagerie	 (liaison	 des	 HDL,	 biotinylation	 du	

récepteur	de	surface,	microscopie	confocale	de	fluorescence),	 il	a	été	montré	que	l’activation	de	la	

PI3K	régule	 la	 localisation	subcellulaire	de	SR-BI	et	son	expression	à	 la	surface	(Shetty	et	al.,	2006).	

Finalement,	 les	 hormones	 telles	 que	 T3	 (triiodothyronine),	 les	 thyromimétiques,	 et	 le	 probucol,	

agent	pharmacologique	hypolipémiant,	augmentent	l’expression	post-traductionnelle	de	SR-BI	(Leiva	

et	al.,	2011).		

Récemment	 il	 a	 été	 démontré	 que	 la	 chimiokine	 MCP-1,	 exprimée	 par	 les	 cellules	

endothéliales	durant	l’inflammation,	diminue	l’expression	de	SR-BI	ainsi	que	de	ABCA1	et	ABCG1	de	

façon	dose-	dépendante	et	temps-dépendante	(C.	Huang	et	al.,	2013).		

	

	

1.2.	Rôles	de	SR-BI	:	l'apport	des	modèles	animaux.		
	

	

1.2.1.	Invalidation	ubiquitaire	de	SR-BI.	

L’invalidation	totale	de	SR-BI	chez	la	souris	par	knocking-out	(souris	SR-BI-KO)	se	traduit	par	

une	forte	diminution	de	la	captation	sélective	du	cholestérol	estérifié	contenu	dans	les	HDL	(-90%	

vs.	 souris	 sauvages)	 (Brundert	 et	 al.,	 2005)	 (Varban	 et	 al.,	 1998).	 En	 effet	 après	 injection	

intrapéritonéale	 de	HDL	 doublement	marquées	 sur	 leur	 composante	 protéique	 à	 l’iode	 125	 et	 sur	

leur	composante	lipidique	au	cholestérol	tritié,	on	retrouve	une	diminution	du	marqueur	tritium	au	

niveau	 du	 foie.	 Au	 niveau	 plasmatique,	 ceci	 se	 reflète	 par	 une	 augmentation	 du	 cholestérol	 total	

plasmatique,	 due	 principalement	 à	 une	 augmentation	 du	 taux	 plasmatique	 de	 HDL-C	 mais	

également	de	LDL-C	et	VLDL-C	(Rigotti	et	al.,	1997)	(Mardones	et	al.,	2001)	(Huby	et	al.,	2006).		

Au	niveau	hépato-biliaire,	 ces	 souris	présentent	une	diminution	des	 sécrétions	biliaires	en	

cholestérol	par	rapport	aux	souris	sauvages	mais	sans	modification	du	flux	biliaire,	ni	des	sécrétions	

en	 acides	 biliaires	 et	 phospholipides	 (Mardones	 et	 al.,	 2001),	 ou	 de	 variation	 des	 concentrations	

hépatiques	 en	 cholestérol	 estérifié	 (Huby	 et	 al.,	 2006)	 (Van	 Eck	 et	 al.,	 2003).	 Dans	 les	 conditions	

physiologiques,	 SR-BI	 pourrait	 faciliter	 la	 sécrétion	 de	 cholestérol	 biliaire	 soit	 en	 participant	 à	 la	

captation	hépatique	du	cholestérol	transporté	par	les	lipoprotéines,	soit	en	contribuant	à	la	sécrétion	

biliaire	de	cholestérol	depuis	les	membranes	canaliculaires,	soit	les	deux.	En	parallèle,	les	souris	SR-

BI-KO	montrent	un	RCT	altéré	 (Zhang	et	al.,	2005)	(El	Bouhassani	et	al.,	2011),	couplé	à	une	légère	
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baisse	de	l’excrétion	fécale	de	cholestérol	par	rapport	aux	souris	sauvages	(WT,	Wild	type)	(7,9	±	2,2	

vs.	 9,5	 ±	 1,2	 µM/jour/100g	 masse	 corporelle,	 p<0,05),	 sans	 modification	 de	 la	 quantité	 ou	

composition	des	acides	biliaires	fécaux,	ni	de	l’absorption	intestinale	(Mardones	et	al.,	2001).	

Ce	 phénotype	 métabolique	 est	 associé	 à	 une	 augmentation	 du	 développement	 de	

l’athérosclérose	chez	les	souris	SR-BI-KO	sous	régime	hypercholestérolémique	(Van	Eck	et	al.,	2003)	

(Huby	et	al.,	2006).	On	observe	également	un	développement	d’athérosclérose	accru	 lorsque	SR-BI	

est	 invalidé	 chez	 les	modèles	murins	 d’athérosclérose,	 telles	 que	 les	 souris	 invalidées	 pour	 l’apoE	

(apoE-KO)	sous	régime	normolipidique	et	les	souris	invalidées	pour	le	récepteur	LDLR	(LDLR-KO)	sous	

régime	 hypercholestérolémique	 constitué,	 en	 pourcentage	 calorique,	 de	 40%	 de	 gras,	 40%	 de	

carbohydrates,	20%	de	protéines	et	0,02%	de	cholestérol	(Trigatti	et	al.,	1999)	(Covey	et	al.,	2003).	

Sous	 fond	apoE-KO	 l’invalidation	de	SR-BI	entraîne	une	cardiomyopathie	sévère	avec	une	mortalité	

précoce	(Braun	et	al.,	2002)	(Braun	et	al.,	2003)	(Karackattu,	Trigatti,	&	Krieger,	2006).	

	

	

1.2.2.	Invalidation	ou	surexpression	de	SR-BI	spécifiquement	au	niveau	du	foie.	

Huby	 et	 al.	 ont	 développé	 un	modèle	 de	 souris	 invalidées	 pour	 SR-BI	 spécifiquement	 	 au	

niveau	du	foie	en	utilisant	le	système	Lox	/	Albumine-Cre	(Alb-Cre).	Le	croissement	de	ces	souris	avec	

des	souris	transgéniques	exprimant	la	Cre-recombinase	sous	le	contrôle	du	promoteur	de	l’albumine	

spécifique	du	foie	permet	une	recombinaison	des	sites	lox	ce	qui	entraine	une	perte	quasi-totale	de	

l’expression	 hépatique	 de	 SR-BI	 (souris	hypomSR-BI-KOfoie	que	 nous	 nommerons	 pour	 la	 suite	 du	

manuscrit	souris	SR-BI-KOfoie).	Par	ailleurs,	l'expression	hépatique	de	l'isoforme	de	SR-BI,	SR-BII	était	

également	indétectable	chez	ces	souris.	Ces	souris	sont	originellement	nommées	hypomSR-BI-KOfoie	

car	 l’introduction	des	deux	sites	 loxP	au	sein	du	gène	SR-BI	 (souris	hypomSR-BI	aussi	nommées	SR-

BIflox/flox)	 entraîne	 une	 réduction	 de	 l’expression	 de	 SR-BI	 dans	 ses	 principaux	 tissus	 et	 cellules	

d’expression	(foie,	surrénales,	tissu	adipeux	blanc,	macrophages),	 indépendamment	de	 l’expression	

de	 la	 Cre-recombinase.	 Les	 souris	 SR-BI-KOfoie	 présentent	 une	 augmentation	 de	 la	 concentration	

plasmatique	 en	 cholestérol	 par	 rapport	 aux	 souris	 sauvages,	 atteignant	 un	 taux	 équivalent	 à	 celui	

retrouvé	 chez	 les	 souris	 SR-BI-KO.	 Cette	 augmentation,	 comme	 dans	 le	 cas	 des	 souris	 SR-BI-KO,	

reflète	une	augmentation	du	HDL-C	mais	également	du	LDL-C	et	du	VLDL-C.	De	manière	analogue	

aux	 souris	 SR-BI-KO,	 les	 souris	 SR-BI-KOfoie	 sont	 caractérisées	 par	 des	 HDL	 plus	 larges	 enrichies	 en	

apoE	par	 rapport	 aux	HDL	des	 souris	 sauvages.	 Les	 souris	 SR-BI-KOfoie,	 comme	 les	 souris	 SR-BI-KO,	

montrent	un	ratio	cholestérol	libre/cholestérol	total	élevé	par	rapport	aux	souris	sauvages,	suggérant	

une	contribution	du	récepteur	SR-BI	dans	 la	captation	hépatique	du	HDL-cholestéryl	estérifié	 (HDL-

CE)	ainsi	que	du	HDL-Cholestérol	 libre	(HDL-CL)	(Huby	et	al.,	2006).	La	capacité	de	SR-BI	à	capter	 le	
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HDL-CL	a	été	démontrée	chez	des	souris	SR-BI-KOfoie	mais	également	chez	des	souris	transgéniques	

surexprimant	SR-BI	dans	 le	 foie,	en	 injectant	des	HDL	marquées	sur	 le	cholestérol	 libre	ou	estérifié	

par	des	isotopes	différents	et	en	suivant	la	distribution	plasmatique,	hépatique	et	biliaire	de	chacun	

des	 traceurs	 (Y.	 Ji	et	al.,	1999).	Toutefois,	 chez	 les	souris	SR-BI-KOfoie,	 la	diminution	de	 la	captation	

hépatique	 du	 cholestérol	 libre	 et	 estérifié	 des	 HDL	 ne	 se	 traduit	 pas	 par	 des	 variations	 des	

concentrations	hépatiques	en	cholestérol	libre	et	estérifié	par	rapport	aux	souris	sauvages.		

Les	 souris	 SR-BI-KOfoie	 présentent	 une	 baisse	 du	 RCT	 des	 macrophages	 marqués	 au	

cholestérol	tritié	vers	les	fèces,	avec	augmentation	de	la	radioativité	dans	le		plasma	et	une	baisse	au	

niveau	du	foie	et	des	fèces	(El	Bouhassani	et	al.,	2011).		

Sous	régime	hypercholestérolémique,	ce	phénotype	métabolique	retrouvé	chez	les	souris	SR-

BI-KOfoie	 est	 associé	 à	 une	 augmentation	 du	 développement	 de	 l’athérosclérose	 par	 rapport	 aux	

souris	sauvages,	montrant	le	rôle	athéroprotecteur	de	SR-BI	au	niveau	hépatique	(Huby	et	al.,	2006)	

(El	Bouhassani	et	al.,	2011).		

Une	analyse	comparative	de	l’histologie	de	la	plaque	d’athérome	au	niveau	du	sinus	aortique	

des	 souris	 SR-BI-KO	 et	 SR-BI-KOfoie	 a	 permis	 de	 mettre	 en	 évidence	 une	 sensibilité	 accrue	 au	

développement	 de	 l’athérosclérose	 des	 souris	 SR-BI-KO	 par	 rapport	 aux	 souris	 SR-BI-KOfoie	 via	

notamment	une	augmentation	de	l’inflammation	dans	les	lésions	vasculaires	chez	les	souris	SR-BI-KO	

par	rapport	aux	souris	SR-BI-KOfoie.	Ceci	montre	que	SR-BI	exerce	une	activité	athéroprotectrice	dans	

les	tissus	extra-hépatiques	indépendamment	des	paramètres	plasmatiques	(Tableau	3)	(Huby	et	al.,	

2006)	(El	Bouhassani	et	al.,	2011).	

Inversement,	 la	 surexpression	 de	 SR-BI	 au	niveau	hépatique	par	 infection	 à	 adénovirus	 ou	

par	 transgénèse	 se	 traduit	 par	 une	 très	 forte	diminution	du	 taux	de	HDL-C	et	 LDL-C	 (Arai,	 1999a)	

(Ueda	et	al.,	1999)	(Y	Ji	et	al.,	1999)	et	une	augmentation	des	sécrétions	biliaires	en	cholestérol	sans	

modification	des	sécrétions	en	phospholipides	et	acides	biliaires	(Kozarsky	et	al.,	1997)	(Sehayek	et	

al.,	 1998).	 De	 plus,	 les	 souris	 surexprimant	 SR-BI	 au	 niveau	 du	 foie,	 présentent	 une	 diminution	

importante	de	 l’absorption	 intestinale	du	cholestérol	 (Sehayek	et	al.,	1998).	Chez	un	modèle	murin	

d’athérosclérose,	 les	 souris	 LDLR-KO,	 la	 surexpression	 de	 SR-BI	 entraine	 une	 diminution	 de	 la	

sévérité	de	l’athérosclérose	par	rapport	aux	souris	contrôles	(Tableau	3)	(Arai,	1999a)	

.	

1.2.3.	Invalidation	de	SR-BI	dans	le	foie	dans	un	modèle	de	souris	exprimant	la	CETP.	

L’effet	de	l’invalidation	hépatique	de	SR-BI	a	été	étudié	dans	un	modèle	de	souris	ayant	un	

métabolisme	 des	 lipoprotéines	 qui	 se	 rapproche	 de	 celui	 de	 l’homme,	 les	 souris	 transgéniques	

exprimant	la	protéine	humaine	de	transfert	des	esters	de	cholestérol	des	HDL	vers	les	LDL,	la	CETP.	

Les	souris	sont	naturellement	déficientes	en	CETP,	et,	par	conséquent,	elles	ont	un	métabolisme	des	
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lipoprotéines	 et	 un	 profil	 lipoprotéique	 très	 différents	 de	 celui	 de	 l’homme,	 avec	 la	 majorité	 du	

cholestérol	 transporté	par	 les	 lipoprotéines	HDL.	 Ainsi	 des	 souris	 transgéniques	 exprimant	 la	 CETP	

humaine,	 CETPTg,	 ont	 été	 croisées	 avec	 des	 souris	 SR-BI-KOfoie	 (SR-BI-KOfoie/CETPTg),	 et	 leur	

phénotype	a	été	analysé	dans	des	conditions	de	régime	nomolipidique	et	hypercholestérolémique	(El	

Bouhassani	et	al.,	2011).	Dans	ces	2	conditions	de	régime,	 les	souris	SR-BI-KOfoie/CETPTg	ont	montré	

une	baisse	 importante	du	cholestérol	total	et	des	HDL	 larges	riches	en	cholestérol,	par	rapport	aux	

souris	 SR-BI-KOfoie.	 L’expression	 de	 la	 CETP	 a	 donc	 permis	 de	 retrouver	 une	 distribution	 quasi	

normale	de	HDL-C	chez	les	souris	invalidées	pour	SR-BI	hépatique.	Cependant	le	ratio	de	cholestérol	

libre/cholestérol	 total	 des	 souris	 SR-BI-KOfoie/CETPTg	 reste	 inchangé	 par	 rapport	 aux	 souris	 SR-BI-

KOfoie.	 Ceci	 renforce	 la	 notion	 que	 SR-BI	 hépatique	 est	 un	 déterminant	 important	 des	 paramètres	

plasmatiques.		

De	 plus,	 les	 souris	 SR-BI-KOfoie/CETPTg	 montrent	 un	 RCT	 (de	 macrophages	 marqués	 au	

cholestérol	tritié	vers	les	fèces)	identique	à	celui	des	souris	SR-BI-KOfoie.	La	radioactivité	quantifiée	au	

niveau	du	foie	et	des	fèces	est	diminuée	de	la	même	façon	chez	les	souris	SR-BI-KOfoie/CETPTg	et	SR-

BI-KOfoie	 par	 rapport	 aux	 souris	 sauvages.	Ceci	 souligne	 l’importance	de	 SR-BI	dans	 la	 captation	du	

cholestérol	même	en	présence	de	CETP,	et	confirme	les	résultats	obtenus	dans	une	étude	faite	chez	

le	lapin,	espèce	exprimant	la	CETP,	concernant	l’importance	de	la	captation	sélective	du	cholestérol	

estérifié	par	le	foie	en	présence	de	CETP	(Goldberg,	Beltz,	&	Pittman,	1991).		

De	façon	intéressante,	l’expression	de	la	CETP	chez	des	souris	invalidées	pour	SR-BI	au	niveau	

du	 foie,	 atténue	 l’effet	 délétère	 de	 la	 perte	 de	 SR-BI	 hépatique	 sur	 le	 développement	 de	

l’athérosclérose.	La	taille	des	plaques	d’athérome	est	augmentée	d’un	facteur	8	chez	les	souris	SR-BI-

KOfoie	(par	rapport	aux	souris	contrôles	sauvages)	et	d’un	facteur	4	chez	les	souris	SR-BI-KOfoie/CETPTg	

(par	rapport	aux	souris	contrôles	CETPTg)	(Tableau	3).	

Ces	modèles	murins	d’invalidation	et	de	surexpression	révèlent	que	l’activité	hépatique	de	

SR-BI	dans	la	captation	hépatique	des	HDL,	mais	aussi	possiblement	des	LDL	et	VLDL,	protège	contre	

le	développement	de	l’athérosclérose	(Tableau	3).	
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reproduisant	 ainsi	 le	 phénotype	 des	 souris	 déficientes	 pour	 SR-BI.	 Cependant,	 l’épaisseur	 intima-

média	 carotidienne	 et	 le	 nombre	 d’évènements	 cardio-vasculaires	 des	 porteurs	 n’étaient	 pas	

significativement	différents	de	 ceux	des	non	porteurs.	 Toutefois,	 cette	 étude	a	 été	 réalisée	 sur	un	

faible	 nombre	 de	 sujets	 relativement	 jeunes	 (moyenne	 d’âge	 de	 45	 ans	 environ),	 ce	 qui	 pourrait	

expliquer	l’absence	de	différence	significative	(Vergeer	et	al.,	2011).	

	

Une	seconde	étude	menée	chez	120	sujets	sans	lien	de	parenté	et	ayant	des	taux	de	HDL-C	

au-delà	 du	 90ème	 percentile	 a	 permis	 de	mettre	 en	 évidence	 deux	 nouvelles	mutations	 faux-sens,	

S112F	et	T175A,	la	fréquence	des	mutations	de	SCARB1	pour	l’ensemble	de	ces	sujets	étant	de	1,2%.		

Les	porteurs	hétérozygotes	présentaient	une	augmentation	de	37%	des	taux	de	HDL-C	sans	variation	

du	LDL-C.	Ces	mutations	ont	été	associées	à	une	diminution	de	 la	 liaison	des	HDL	sur	SR-BI	et	une	

captation	 sélective	 du	 cholestérol	 estérifié	 diminuée.	 Ces	 individus	 ne	 présentaient	 aucun	

antécédent	de	maladies	cardiovasculaires	(Brunham	et	al.,	2011).	

Au	 début	 de	 l’année	 2016,	 Zanoni	 et	 al.	 ont	 mis	 en	 évidence	 une	 nouvelle	 mutation	 de	

SCARB1,	P376L,	dans	une	étude	menée	chez	852	sujets	d’ascendance	européenne	ayant	des	taux	de	

HDL-C	élevés	 (moyenne	de	HDL-C	de	95	mg/dl).	Parmi	 cette	population,	1	porteur	homozygote	de	

P376L	et	15	hétérozygotes	ont	été	identifiés,	et	bien	que	3	hétérozygotes	de	cette	mutation	aient	été	

identifiés	au	sein	d'une	autre	cohorte	de	758	sujets	avec	des	faibles	taux	de	HDL-C,	le	variant	P376L	

est	significativement	surreprésenté	chez	des	sujets	avec	des	hyperHDLémies.	L’analyse	a	ensuite	été	

élargie	 au	 Global	 Lipid	 Genetics	 Consortium,	 consortium	 regroupant	 des	 données	 de	 génotypages	

d’exons	 issues	de	multiples	GWAS	 chez	>300	000	 individus.	 Le	 variant	 P376L	 était	 rare	dans	 cette	

population	 (minor	 allele	 frequency	 ou	 MAF	 d’environ	 0,0003).	 Les	 porteurs	 hétérozygotes	 et	

homozygotes	présentaient	une	augmentation	de	particules	HDL	larges,	HDL2b,	d'un	facteur	2,8	et	6,1	

respectivement,	reproduisant	donc	le	phénotype	des	souris	invalidées	pour	SR-BI.	Aucune	altération	

du	phénotype	plaquettaire	ou	de	la	stéroïdogenèse	n'a	été	rapportée	dans	leur	étude.	Pour	analyser	

la	fonctionnalité	hépatique	du	récepteur	SR-BI	chez	ces	porteurs,	des	cellules	souches	pluripotentes	

(iPSCs)	 obtenues	 par	 induction	 de	 cellules	 mononucléaires	 sanguines	 périphériques	 et	 issues	 des	

porteurs	 ont	 été	 différenciées	 en	 hépatocytes.	 Les	 hépatocytes	 iPSCs	 du	 porteur	 homozygote	

présentaient	 une	 diminution	 significative	 de	 la	 captation	 sélective	 du	 cholestérol	 estérifié.	 Une	

altération	 de	 ce	 paramètre	 a	 également	 été	 détectée	 in	 vitro	 dans	 des	 cellules	 COS7	 transfectées	

avec	des	plasmides	codant	pour	SR-BI	P376L.	Afin	d'étudier	 la	captation	hépatique	des	HDL	 in	vivo,	

les	auteurs	ont	surexprimé	SR-BI-WT	ou	son	variant	P376L	chez	des	souris	sauvages	par	 infection	à	

adénovirus.	 Après	 injection	 de	 HDL	 radiomarquées	 sur	 la	 composante	 lipidique	 (3H-HDL-CE)	 ou	

protéique	(125I-HDL),	les	souris	exprimant	le	variant	P376L	présentaient	une	baisse	de	la	clairance	des	

3H-HDL-CE	 sans	 modification	 de	 la	 clairance	 du	 125I-HDL,	 reflétant	 une	 diminution	 de	 la	 captation	
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sélective	 du	 cholestérol	 estérifié	 contenu	 dans	 les	 HDL.	 Finalement,	 les	 auteurs	 ont	 voulu	 tester	

l’association	 entre	 le	 variant	 P376L	 et	 le	 risque	 coronarien,	 en	 analysant	 des	 données	 issues	 de	 2	

consortia,	 le	 CARDIoGRAM	 Exome	 Consortium	 et	 le	 CHD	 Exome+	 Consortium.	 Parmi	 49	 846	

coronariens	et	88	149	témoins,	les	auteurs	ont	rapporté	une	augmentation	significative	du	risque	de	

maladie	coronarienne	chez	les	porteurs	du	variant	P376L	par	rapport	aux	non	porteurs	(odds	ratio	=	

1,79,	p	=	0,018).	La	mutation	P376L	est	donc	la	première	mutation	de	SR-BI	associée	à	la	fois	à	une	

hyperHDLémie	 et	 à	 une	 augmentation	 nette	 du	 risque	 de	 maladie	 coronarienne	 chez	 l'homme	

(Zanoni	et	al.,	2016).	

En	conclusion,	la	mutation	P376L,	qui	reproduit	les	caractères	phénotypiques	principaux	des	

souris	invalidées	pour	SR-BI,	est	une	preuve	de	concept	chez	l’homme	que	la	concentration	statique	

en	 HDL-C	 n’est	 pas	 systématiquement	 associée	 à	 une	 protection	 cardiovasculaire	 mais	 que	 la	

fonctionnalité	 des	 particules	 HDL,	 notamment	 dans	 le	 RCT,	 serait	 plus	 importante	 que	 le	 taux	 de	

HDL-C	dans	la	protection	cardiovasculaire.		

	

1.3.2.	Polymorphismes	de	SR-BI.	

Acton	 et	al.	ont	 été	 les	 premiers	 à	 analyser	 les	 associations	 des	 SNPs	 dans	 SCARB1	 et	 les	

paramètres	 lipidiques.	 En	 particulier,	 dans	 une	 cohorte	 de	 489	 hommes	 et	 femmes	 espagnols,	 le	

polymorphisme	rs4238001	(exon	1)	a	été	retrouvé	comme	étant	significativement	associé	à	des	taux	

de	 HDL-C	 augmentés	 et	 de	 LDL-C	 diminués	 chez	 les	 hommes	mais	 pas	 chez	 les	 femmes	 (p<0,05)	

(Acton	 et	 al,	 1999).	 Le	 polymorphisme	 rs5888	 a	 également	 été	 largement	 étudié,	 avec	 une	

association	 avec	 le	 HDL-C	 uniquement	 significative	 parmi	 des	 hommes	 caucasiens,	 coronariens	 ou	

pas,	 et	 des	 femmes	 amishs	 (Nock	 &	 Chandran	 Pillai,	 2009).	 Une	 étude	 plus	 récente	 a	 toutefois	

montré	 que	 l’association	 de	 ce	 variant	 avec	 le	 profil	 lipoprotéique	 et	 le	 risque	 myocardique	

dépendrait	de	l’âge	et	du	sexe	(Stanislovaitiene	et	al,	2013).		

Dans	 une	 étude	 pangénomique	 (GWAS)	 à	 grande	 échelle	 impliquant	 100	 000	 individus,	 le	

SNP	 de	 SCARB1	 rs838880	 a	 été	 associé	 à	 des	 taux	 de	 HDL-C	 élevés	 mais	 pas	 à	 la	 maladie	

coronarienne	(Teslovich	et	al.,	2010).	Cependant,	des	polymorphismes	dans	l’exon	8	et	l’intron	5	de	

SCARB1	ont	 été	 associés	 à	 la	maladie	 coronarienne	dans	 plusieurs	 populations	 (Acton	et	 al,	 1999)	

(Hong	et	al.,	2002)	 (McCarthy	et	al.,	2003)	 (Rodriguez-Esparragon	et	al.,	2005)	 (Ritsch	et	al.,	2007),	

alors	 que	 le	 polymorphisme	 rs4238001	 (exon	 1)	 a	 été	 associé	 à	 une	 augmentation	 de	 l’épaisseur	

intima-média	des	artères	carotides	(Fox	et	al.,	2004).	Plus	récemment,	le	SNP	rs10846744	(intron	1)	a	

été	significativement	associé	avec	l’épaisseur	intimale	de	l’artère	carotide	commune	parmi	plusieurs	

groupes	ethniques	et	 raciaux	d’une	 cohorte	du	Multi-Ethnic	 Study	of	Atherosclerosis	 (MESA),	 avec	

une	 association	 particulièrement	 forte	 chez	 les	 femmes	 (Naj	 et	 al.,	 2010).	 Ultérieurement	 une	
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association	du	rs10846744	avec	le	risque	d’infarctus	du	myocarde	et	de	maladies	cardiovasculaires	a	

été	 raportée	 dans	 cette	 même	 cohorte	 (Manichaikul	 et	 al.,	 2012).	 Ainsi,	 en	 synthèse,	 aucun	

polymorphisme	n'a	été	clairement	identifié	comme	étant	associé	à	la	fois	à	une	hyperHDLémie	et	à	

une	augmentation	nette	du	risque	de	maladie	coronarienne.	

	

	

1.4.	Perspectives	thérapeutiques.	

Dans	 le	 but	 d’augmenter	 les	 concentrations	 de	 HDL-C,	 les	 chercheurs	 ont	 développé	 des	

agents	 pharmaceutiques	 ciblant	 la	 captation	 hépatique	 des	HDL	via	 SR-BI.	 Dans	 cette	 perspective,	

Masson	et	al.	 ont	 testé	un	nouvel	 inhibiteur	de	SR-BI,	 ITX5061,	 chez	 la	 souris	et	 chez	 l’homme.	 La	

molécule	 ITX5061,	 initialement	 caractérisée	 comme	 un	 inhibiteur	 de	 MAPK	 p38,	 a	 été	 identifiée	

comme	 un	 inhibiteur	 de	 l'activité	 SR-BI	 à	 la	 fois	 dans	 des	 cultures	 cellulaires	 et	 chez	 la	 souris.	

L’administration	de	ITX5061	chez	des	patients	hypertriglycéridémiques	augmente	les	concentrations	

de	 HDL-C	 d’environ	 20%	 sans	 modification	 des	 concentrations	 de	 LDL-C	 et	 triglycérides.	 De	 plus,	

ITX5061	a	induit	une	régression	des	lésions	précoces	dans	l’arc	aortique	(-40%	de	la	taille	des	lésions)	

dans	 un	modèle	murin	 d’athérosclérose,	 les	 souris	 LDLR+/-	 sous	 un	 régime	 athérogène.	 A	 ce	 jour,	

l’effet	de	cet	 inhibiteur	sur	le	développement	de	l’athérosclérose	chez	l’homme	n’a	pas	été	évalué.	

Cependant	l'effet	bénéfique	de	l’inhibition	de	SR-BI	qui	participe	à	la	captation	hépatique	des	HDL	et	

à	 l’efflux	 de	 cholestérol	 cellulaire	 est	 questionnable,	 puisque	 ceci	 entraînerait	 possiblement	 une	

altération	 du	 RCT	 chez	 l’homme	 (Masson	 et	 al.,	 2009)	 (Remaley,	 Norata,	 &	 Catapano,	 2014).	 La	

protéine	 adaptatrice	 PDZK1,	 qui	 régule	 notamment	 l'expression	 protéique	 de	 SR-BI	 au	 niveau	

hépatique	permettant	ainsi	une	régulation	tissu-spécifique	de	la	fonction	de	SR-BI	dans	la	captation	

séléctive	 du	 cholestérol	 estérifié	 pourrait	 constituer	 une	 cible	 thérapeutique	 intéressante	 dans	 la	

prévention	 et	 le	 traitement	 des	 maladies	 cardiovasculaires.	 Par	 ailleurs,	 le	 miR-223	 inhibe	

l’expression	de	SR-BI	en	se	 fixant	sur	 la	 région	3’	UTR	de	SR-BI	et	 inhibe	 la	captation	hépatique	du	

HDL-C	dans	des	cellules	HepG2	(L.	Wang	et	al.,	2013).	Le	miR-223	a	été	identifié	comme	un	marqueur	

prédictif	 de	 la	 mortalité	 cardiovasculaire	 dans	 une	 large	 cohorte	 de	 patients	 atteints	 de	 maladie	

coronarienne	(Schulte	et	al.,	2015).	L’inhibition	de	miR-223	permettra	de	mieux	évaluer	l’effet	de	ce	

miRNA	dans	le	métabolisme	du	HDL-C	et	le	développement	de	l’athérosclérose.	
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2.	Voie	ecto-F1-ATPase/P2Y13.	

	

2.1.	Découverte	et	mécanismes	moléculaires	impliqués.	

	

2.1.1.	Rôle	de	la	voie	de	l’ecto-F1-ATPase	/	P2Y13	dans	l’endocytose	de	l’holo-particule	

HDL.	

Notre	laboratoire	a	montré	sur	des	hépatocytes	humains	l’existence	d’une	voie	d’endocytose	

de	 l’holoparticule	 HDL	 (lipides	 +	 protéines)	 dépendante	 de	 la	 formation	 des	 vésicules	 à	 clathrine	

(Garcia	et	al.,	1996).	Cette	voie	implique	la	participation	de	2	récepteurs	d’affinité	différente	pour	les	

HDL	:	un	site	de	haute	affinité	pour	la	particule	HDL	(Kd	~	10-9M)	et	un	site	de	basse	affinité	(Kd	~	10-7	

M)	 et	 de	 grande	 capacité	 pour	 la	 particule	 HDL	 entière	 uniquement	 (Barbaras	 et	 al,	 	 1994)	

(Guendouzi	et	al.,	1998).	Ces	2	sites	de	haute	et	basse	affinité	pour	les	HDL	ont	également	été	mis	en	

évidence	 sur	 des	membranes	d’hépatocytes	 purifiées	 à	 partir	 de	 foie	 de	 rat	 et	 de	porc	 (Morrison,	

McPherson,	 &	 Fidge,	 1992)	 (Martinez	 et	 al.,	 2000).	 Le	 récepteur	 de	 haute	 affinité	 a	 été	 identifié	

comme	étant	la	chaîne	β	de	la	F1F0	ATP	synthase	(Martinez	et	al.,	2003),	un	complexe	enzymatique	

classiquement	 localisé	 à	 la	 membrane	 interne	 de	 la	 mitochondrie.	 Contrairement	 au	 complexe	

mitochondrial	qui	possède	une	activité	de	synthèse	d’ATP	en	condition	de	normoxie	et	une	activité	

ATPasique	 en	 condition	 d’hypoxie,	 l’ATP	 synthase	 présente	 à	 la	 surface	 cellulaire	 possède	

uniquement	 une	 activité	 ATP	 hydrolase.	 Pour	 cette	 raison,	 ce	 complexe	 de	 surface	 a	 été	 nommé	

ecto-F1-ATPase.	L’activité	hydrolase	de	 l’ecto-F1-ATPase	est	stimulée	par	 la	 liaison	de	 l’apoA-I	 (libre	

ou	 associée	 au	HDL)	 et	 l’ADP	 extracellulaire	 ainsi	 généré	 va	 stimuler	 spécifiquement	un	 récepteur	

purinergique	P2Y13	(Jacquet	et	al.,	2005).	L'activation	du	récepteur	P2Y13	va	ensuite	déclencher	une	

voie	 de	 signalisation	 intracellulaire	 impliquant	 une	 réorganisation	 du	 cytosquelette	 RhoA/ROCK	 I-

dépendante	 (Malaval	 et	 al.,	 2009),	 qui	 in	 fine	 stimule	 l’endocytose	 de	 l’holo-particule	 HDL	 par	 un	

récepteur	de	basse	affinité,	d’identité	inconnue	mais	distinct	de	SR-BI	(Martinez	et	al.,	2000)	(Fabre	

et	al.,	2010).		

Il	est	intéressant	de	noter,	que	ce	récepteur	de	haute	et	basse	affinité,	lie	préférentiellement	

certaines	sous-populations	de	HDL.	En	effet	 les	petites	HDL3	et	 les	 remnants	de	HDL2,	qui	sont	des	

particules	petites	et	denses	issues	de	la	lipolyse	des	HDL2	par	la	lipase	hépatique,	se	lient	aux	sites	de	

liaison	 de	 haute	 (ecto-F1-ATPase)	 et	 de	 basse	 affinité,	 alors	 que	 les	HDL2	 ne	 se	 lient	 qu’au	 site	 de	

basse	affinité	(Barbaras	et	al.,	1994)	(Guendouzi	et	al.,	1998).	Sur	des	cellules	HepG2	et	sur	foie	de	

souris	perfusé,	l’internalisation	des	HDL2	est	stimulée	d’environ	30%	en	présence	d’apoA-I,	ligand	du	

site	de	liaison	de	haute	affinité	(i.e.	de	l’ecto-F1-ATPase)	(Martinez	et	al.,	2003)	(Jacquet	et	al.,	2005).	

De	 plus,	 les	 remnants	 de	 HDL2	 sont	 internalisés	 par	 le	 foie	 plus	 rapidement	 et	 en	 plus	 grande	
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Notre	équipe	a	montré	la	présence	du	domaine	catalytique	αβ	de	l’ATP	synthase	à	la	surface	

des	hépatocytes	humains.	En	effet,	la	liaison	spécifique	de	l’apoA-I	sur	le	récepteur	de	haute	affinité	

a	permis	d’identifier	par	résonance	plasmonique	de	surface	(Biacore)	et	chromatographie	d’affinité	

la	chaîne	β	de	l’ATP	synthase	comme	étant	le	récepteur	de	haute	affinité	pour	l’apoA-I	(Martinez	et	

al.,	2003).	L’ATP	synthase	de	surface,	également	appelée	ecto-F1-ATPase,	possède	uniquement	une	

activité	ATPasique	qui	est	stimulée	par	la	liaison	de	l’apoA-I	(Vantourout	et	al.,	2010).		

IF1,	 l’inhibiteur	 endogène	 de	 l’activité	 ATPasique	 de	 l’ATP	 synthase	 mitochondriale	

(Campanella	et	al.,	2008),	est	également	capable	d’inhiber	 l’activité	ATPasique	de	 l’ecto-F1-ATPase,	

avec	pour	 conséquence	une	 inhibition	de	 l’endocytose	des	HDL	 (Martinez	 et	 al.,	 2003).	 IF1	 exerce	

donc	 un	 effet	 inverse	 à	 celui	 de	 l’apoA-I.	 Ainsi,	 l’ajout	 d’IF1	 recombinant	 sur	 des	 hépatocytes	

humains	 réduit	 l’activité	 de	 l’ecto-F1-ATPase	 et	 inhibe	 l’endocytose	 des	HDL.	 Sur	 des	 foies	 de	 rats	

perfusés,	 IF1	 recombinant	 est	 également	 capable	 d’inhiber	 de	 50%	 l’internalisation	 de	 HDL	

radiomarquées	(Martinez	et	al.,	2003).		

Par	 ailleurs	 l’ecto-F1-ATPase	 est	 également	 exprimée	 à	 la	 surface	 de	 différentes	 lignées	 de	

cellules	endothéliales	 (BAEC,	HUVEC)	où	elle	est	également	capable	de	 lier	 l’apoA-I	 (Cavelier	et	al.,	

2012)	(Moser	et	al.,	1999)	(Radojkovic	et	al.,	2009).	Sur	 les	cellules	endothéliales	aortiques	bovines	

(BAEC),	 l’	équipe	 de	 Von	 Eckardstein	 a	 montré	 que	 l’activité	 de	 l’ecto-F1-ATPase	 module	 la	

transcytose	 de	 l’apoA-I	 et	 des	 HDL	 (Cavelier	 et	 al.,	 2012).	 Sur	 les	 cellules	 endothéliales	 humaines	

(HUVEC),	 la	 liaison	 de	 l’apoA-I	 sur	 l’ecto-F1-ATPase	 stimule	 l’activité	 hydrolase	 et	 génère	 de	 l’ADP	

extracellulaire	qui	entraîne	la	prolifération	des	cellules	endothéliales	et	réduit	l’apoptose	(Radojkovic	

et	al.,	2009).	

	

2.1.3.	 Le	 récepteur	P2Y13	:	 caractéristiques	et	 implication	dans	 la	 voie	d’endocytose	

des	HDL.	

Les	 nucléotides	 extracellulaires	 sont	 des	 molécules	 de	 signalisation	 qui	 activent	 des	

récepteurs	nucléotidiques	à	la	surface	cellulaire	et	induisent	différents	effets	biologiques.	Il	existe	2	

groupes	de	récepteurs	aux	purines,	les	récepteurs	P1	qui	reconnaissent	l'adénosine	et	les	récepteurs	

P2	 qui	 reconnaissent	 les	 nucléotides	 de	 type	 ADP,	 ATP,	 UDP,	 UTP.	 La	 famille	 des	 récepteurs	 P2	

comporte	2	sous-groupes	:	 les	P2X	qui	sont	des	canaux	 ioniques	et	 les	P2Y	qui	sont	des	récepteurs	

couplés	aux	protéines	G	(RCPG).	Chez	les	mammifères,	8	récepteurs	P2Y	ont	été	identifiés	et	clonés	:	

P2Y1,	 P2Y2,	 P2Y4,	 P2Y6,	 P2Y11,	 P2Y12,	 P2Y13	 et	 P2Y14	 (von	 Kügelgen,	 2006).	 Parmi	 ces	 8	 membres,	

uniquement	les	récepteurs	P2Y1,	P2Y12	et	P2Y13	sont	activés	par	l’ADP.	Le	récepteur	P2Y13	a	une	forte	

homologie	avec	P2Y12	et	possède	des	propriétés	fonctionnelles	similaires	telles	que	le	couplage	à	Gαi	

(Communi	et	al.,	2001).		
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L’expression	 de	 P2Y13	 est	 assez	 ubiquitaire	 mais	 est	 plus	 forte	 dans	 le	 foie,	 la	 rate,	 les	

leucocytes	(surtout	macrophages),	 les	ganglions,	 la	moelle	osseuse	et	 le	cerveau,	suggérant	un	rôle	

de	ce	récepteur	dans	le	système	immunitaire,	hématopoïétique	et	nerveux.	Le	rôle	de	P2Y13	dans	le	

système	 immunitaire	 n’a	 pas	 encore	 été	 clairement	 identifié.	 Au	 niveau	 du	 système	 nerveux,	 des	

études	récentes	ont	montré	que	P2Y13	joue	un	rôle	dans	la	douleur,	la	protection	neuronale	contre	le	

stress	oxydant	et	l’inhibition	de	la	différenciation	neuronale	et	de	l’élongation	axonale	(Kobayashi	et	

al.,	2012)	(Espada	et	al.,	2010)	(Yano	et	al.,	2012)	(del	Puerto	et	al.,	2012).	Quant	à	sa	fonction	dans	

l’hématopoïèse,	 P2Y13	 oriente	 la	 différenciation	 des	 cellules	 souches	 mésenchymateuses	 en	

ostéoblastes	 au	 détriment	 de	 la	 différenciation	 en	 cellules	 adipocytaires,	 un	 phénomène	 observé	

dans	l’ostéoporose	liée	à	l’âge	(Biver	et	al.,	2013)	.	De	plus	P2Y13	est	exprimé	dans	les	ostéoblastes	et	

les	 ostéoclastes	 et	 joue	 un	 rôle	 dans	 le	 remodelage	 osseux	 (N.	Wang	 et	 al.,	 2012a)	 (Orriss	 et	 al.,	

2011)	.		

Au	niveau	du	foie,	notre	laboratoire	a	mis	en	évidence	l’implication	du	récepteur	P2Y13	dans	

l’’endocytose	de	l’holoparticule	HDL,	en	aval	de	l’activation	de	l’ecto-F1-ATPase	par	l’apoA-I.	Dans	les	

travaux	pionniers	de	l’équipe,	la	stimulation	spécifique	de	l’endocytose	hépatique	des	HDL	par	l’ADP	

extracellulaire	 a	 suggéré	 l’intervention	 d’un	 récepteur	 purinergique	 ayant	 pour	 agoniste	 l’ADP	

(Martinez	 et	 al.,	 2003).	 Le	 laboratoire	 a	 ensuite	 montré	 la	 présence	 d’ARNm	 des	 récepteurs	

purinergiques	 P2Y1	 et	 P2Y13	 dans	 les	 hépatocytes	 humains	 et	 murins	 et	 l’absence	 du	 récepteur	

purinergique	P2Y12	(Jacquet	et	al.,	2005).	En	utilisant	des	inhibiteurs	pharmacologiques	spécifiques	et	

des	 petits	 ARN	 interférents	 (siRNA),	 l’équipe	 a	 démontré	 que	 l’ADP	 extracellulaire	 généré	 par	

l’activation	de	l’ecto-F1-ATPase	par	l’apoA-I	stimule	spécifiquement	le	récepteur	P2Y13	(Jacquet	et	al.,	

2005).	Le	récepteur	P2Y13	 va	ensuite	déclencher	une	voie	de	signalisation	 intracellulaire	 impliquant	

une	réorganisation	du	cytosquelette	RhoA/ROCK	I-dépendante	(Malaval	et	al.,	2009),	qui	stimule	 in	

fine	 l’endocytose	 clathrine-dépendante	 de	 l’holo-particule	HDL	 par	 un	 récepteur	 de	 basse	 affinité,	

d’identité	inconnue	mais	distinct	de	SR-BI	(Figure	15)	(Martinez	et	al.,	2000)	(Fabre	et	al.,	2010).		

L’identification	 du	 cangrelor	 (AR-C69931MX),	 classiquement	 décrit	 comme	 antagoniste	 du	

récepteur	P2Y12,	puis	comme	agoniste	partiel	du	P2Y13,	a	fait	de	cette	molécule	un	composé	de	choix	

pour	le	laboratoire	dans	l’étude	de	l’impact	de	ce	récepteur	dans	le	métabolisme	des	HDL.	

	

2.1.4.	Régulation	de	l’ecto-F1-ATPase	et	du	récepteur	P2Y13.	

La	 voie	 d’adressage	 de	 l’ecto-F1-ATPase	 à	 la	membrane	 plasmique	 est	 à	 ce	 jour	 inconnue.	

Quant	 aux	 régulations	 pharmacologiques	 de	 l’ecto-F1-ATPase,	 il	 a	 été	 démontré	 que	 la	 niacine	

(vitamine	 B3),	 réduit	 d’environ	 27%	 l’expression	 de	 la	 chaîne	 b	 de	 la	 F1-ATPase	 dans	 les	 cellules	

HepG2	 sans	 modifier	 ses	 taux	 d'ARNm	 et	 diminue	 l’endocytose	 des	 HDL	 par	 ces	 cellules.	 Les	



	 75	

mécanismes	moléculaires	de	cette	régulation	restent	encore	non	élucidés	(L.-H.	Zhang	et	al.,	2008).	

La	niacine	est	l’un	des	agents	les	plus	puissants	pour	augmenter	les	taux	de	HDL-C	chez	l’homme.	Un	

des	mécanismes	par	lesquel	la	niacine	augmente	les	concentrations	de	HDL-C	chez	l’homme	pourrait	

impliquer	son	action	sur	l’expression	de	l’ecto-F1-ATPase	via	une	diminution	de	la	clairance	des	HDL	

plasmatiques	par	 le	foie	(Verdier	et	al.,	2013).	Deux	essais	cliniques	à	grande	échelle	portant	sur	 la	

niacine	 (AIM-HIGH	 et	 HPS2-TRHIVE)	 ont	 montré	 que	 la	 niacine	 ne	 diminue	 pas	 l’incidence	 des	

évènements	 cardiovasculaires.	 Ces	 résultats	 soutiennent	 le	 concept	 selon	 lequel	 un	 taux	 élevé	 en		

HDL-C	 n’est	 pas	 forcement	 associé	 à	 une	 protection	 cardiovasculaire	 mais	 que	 les	 fonctions	 des	

particules	HDL,	incluant	leur	fonction	dans	le	RCT,	seraient	plus	importantes	dans	l’athéroprotection	

(Mani	&	Rohatgi,	2015).		

La	 régulation	 post-transcriptionnelle	 du	 récepteur	 P2Y13	 a	 été	 étudiée.	 Notre	 équipe	 a	

démontré	 que	 l’ubiquitination	 constitutive	 du	 récepteur	 P2Y13	 dans	 le	 réticulum	 endoplasmique	

contribue	à	sa	dégradation	par	le	protéasome.	Par	conséquent,	des	inhibiteurs	du	protéasome,	tels	

que	le	Bortezomib	ou	le	MG-132,	induisent	une	augmentation	de	l’expression	du	récepteur	P2Y13	à	la	

membrane	plasmique	et	une	stimulation	consécutive	de	l’endocytose	hépatique	du	HDL	médiée	par	

P2Y13	à	 la	 fois	 in	vitro	dans	des	cellules	HepG2	mais	aussi	ex	vivo	dans	des	 foies	de	souris	perfusés	

(Pons	et	al.,	2014).	Une	meilleure	connaissance	des	mécanismes	et	des	partenaires	 impliqués	dans	

l’ubiquitination	 du	 récepteur	 P2Y13	 pourrait	 mettre	 en	 évidence	 de	 nouvelles	 approches	

thérapeutiques	permettant	d’augmenter	son	expression	afin	de	promouvoir	le	RCT.		

	

2.2.	Etudes	précliniques	:	rôle	de	P2Y13	dans	le	RCT	et	l’athérosclérose.	

L’importance	 de	 la	 voie	 ecto-F1-ATPase/P2Y13	 dans	 le	 métabolisme	 des	 HDL	 et	 le	

développement	de	 l’athérosclérose	a	été	étudiée	chez	plusieurs	modèles	animaux	pour	 lesquels	 le	

récepteur	P2Y13	 a	été	 invalidé	par	modification	génétique	ou	activé	pharmacologiquement	par	des	

agonistes.	

	

2.2.1.	Invalidation	ubiquitaire	du	récepteur	P2Y13.		

Des	souris	invalidées	pour	le	récepteur	P2Y13	sous	fond	génétique	C57BL/6	(P2Y13-KO)	ont	été	

générées	par	 l’équipe	de	JM.	Boeynaems	et	B.	Robaye.	Notre	équipe	a	étudié	 le	phénotype	de	ces	

souris	sur	le	métabolisme	des	HDL,	le	RCT	et	le	développement	de	l’athérosclérose.		

En	condition	de	normolipémie	(régime	chow	diet),	les	souris	P2Y13	KO	présentent	des	taux	de	

cholestérol	 total,	 HDL-C,	 non-HDL-C	 et	 triglycérides	 qui	 restent	 inchangés	 par	 rapport	 aux	 souris	

contrôles	 (Fabre	 et	 al.,	 2010).	 Cependant,	 par	 rapport	 aux	 souris	 sauvages,	 les	 souris	 P2Y13-KO	

présentent	une	 diminution	 d’environ	 20%	de	 la	 captation	 hépatique	 des	HDL	 (marquées	 à	 l’iode	



	 76	

125),	 associée	 à	 une	 baisse	 de	 la	 concentration	 hépatique	 en	 cholestérol	 libre	 et	 une	baisse	 des	

sécrétions	biliaires	en	cholestérol	et	phospholipides	(Tableau	4).	L’impact	de	ce	phénotype	hépato-

biliaire	 sur	 le	 RCT	 des	 macrophages	 vers	 les	 fèces	 a	 ensuite	 été	 étudié.	 Les	 souris	 P2Y13-KO	 ont	

montré	 une	diminution	 du	 traceur	 tritium	dans	 les	 stérols	 neutres	 et	 les	 acides	 biliaires	 retrouvés	

dans	les	fèces	(Tableau	4).	Ainsi,	 les	souris	P2Y13	présentent	un	phénotype	métabolique	altéré,	sans	

modification	de	la	concentration	plasmatique	en	HDL-C.	Il	est	possible	que	chez	les	souris	P2Y13-KO,	

les	taux	circulants	de	HDL	ne	soient	pas	affectés	puisque	la	diminution	de	la	captation	hépatique	des	

HDL,	 pourrait	 être	 compensée	 par	 une	 diminution	 de	 la	 biogénèse	 hépatique	 des	 HDL.	 Cette	

hypothèse	 est	 soutenue	 par	 la	 diminution	 de	 l’expression	 hépatique	 des	 transporteurs	 ABCA1	 et	

ABCG1,	impliqués	dans	la	biogénèse	des	HDL,	observée	chez	ces	souris	P2Y13-KO.	Il	est	important	de	

souligner	que	le	phénotype	de	ces	souris	P2Y13	(i.e.	phénotype	métabolique	altéré,	sans	modification	

de	 la	 concentration	 plasmatique	 en	 HDL-C),	 suggère	 que	 la	 concentration	 statique	 en	 HDL-C	 ne	

reflète	 pas	 nécessairement	 le	 flux	 du	 cholestérol	 transporté	 par	 les	 particules	 HDL	 des	 tissus	

périphériques	vers	le	foie	(Francis,	2010).	

En	parallèle	à	cette	étude,	Blom	et	al.	ont	également	généré	des	souris	invalidées	pour	P2Y13	

et	ont	montré	que	 l’invalidation	de	P2Y13	 entraîne,	 à	 la	 fois	 chez	 les	 souris	mâles	et	 femelles,	 une	

légère	 diminution	 du	 cholestérol	 total	 plasmatique	 et	 du	 HDL-C,	 une	 diminution	 du	 RCT	 et	 une	

diminution	 de	 l’excrétion	 fécale	 de	 stérols	 neutres	 sans	 variations	 de	 l’excrétion	 fécale	 d’acides	

biliaires	(Blom	et	al.,	2010).	Une	des	hypothèses	proposées	par	les	auteurs	pour	expliquer	l’effet	de	

l’invalidation	 de	 P2Y13	 sur	 les	 lipides	 plasmatiques	est	 que	 P2Y13	 ne	 modifie	 pas	 directement	 le	

métabolisme	des	HDL	mais	plutôt	le	catabolisme	des	métabolites	dans	les	tissus	hépatiques	et	extra-

hépatiques	 qui	 à	 leur	 tour	 modifient	 le	 métabolisme	 des	 HDL.	 Un	 exemple	 de	 ces	 métabolites	

pourrait	être	les	acides	gras	générés	par	la	lipolyse	dans	les	adipocytes	qui	peuvent	altérer	l’activité	

PPARa	dans	 le	 foie.	 L’activation	de	PPARa	 étant	associée	à	une	augmentation	modérée	de	HDL-C,	

son	 altération	 pourrait	 être	 responsable	 de	 cette	 baisse	 de	 HDL-C	 plasmatique	 observée	 chez	 ces	

souris	 (Wahli	 &	 Michalik,	 2012)	 (Contreras,	 Torres,	 &	 Tovar,	 2013)	 (Linsel-Nitschke	 &	 Tall,	 2005)	

(Sahebkar,	 Chew,	 &	Watts,	 2014).	 Dans	 cette	 hypothèse	 proposée,	 la	 délétion	 de	 P2Y13	 aurait	 un	

effet	différent	dans	le	foie	et	dans	le	reste	de	l’organisme.	

Notre	 équipe	 a	 ensuite	 étudié	 l’impact	 de	 l’invalidation	 de	 P2Y13	 en	 condition	

d’hypercholestérolémie,	cause	majeure	de	dyslipidémie	chez	l’homme.	Pour	cela,	les	souris	P2Y13-KO	

ont	 été	 nourries	 avec	 un	 régime	 riche	 en	 cholestérol	 (1,25%	 cholestérol,	 6%	 gras)	 pendant	 16	

semaines.	Comme	sous	régime	normal	(chow	diet),	sous	régime	hypercholestérolémique,	 les	souris	

P2Y13-KO	ne	 présentent	 pas	 de	 variation	 des	 lipides	 plasmatiques	 par	 rapport	 aux	 souris	 sauvages	

(Lichtenstein	et	al.,	 2013).	Par	 contre,	 les	 sécrétions	de	 lipides	biliaires	et	 le	RCT	des	macrophages	

vers	 les	 fèces	 sont	 diminués	 de	 façon	 plus	 importante	 chez	 les	 souris	 P2Y13-KO	 en	 condition	
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d’hypercholestérolémie	 qu’en	 condition	 de	 normolipémie	 (Lichtenstein	 et	 al.,	 2013).	 Ces	 données	

indiquent	 qu’un	 régime	 hypercholestérolémique	 accentue	 le	 phénotype	 métabolique	 des	 souris	

P2Y13-KO	(Tableau	4).	

L’impact	 sur	 le	 développement	 de	 l’athérosclérose	 induit	 par	 l’invalidation	 du	 récepteur	

P2Y13	a	été	évalué	en	utilisant	un	modèle	de	souris	susceptibles	de	développer	l’athérosclérose,	 les	

souris	 apoE-KO.	 Ce	 travail,	 qui	 a	 permis	 de	 montrer	 que	 le	 récepteur	 P2Y13	 protège	 contre	

l’athérosclérose	 via	 son	 rôle	 sur	 le	 RCT	 hépato-biliaire,	 a	 fait	 l’objet	 d’un	 article	 auquel	 je	 suis	

associée	et	qui	sera	décrit	dans	la	partie	expérimentale	de	ce	manuscrit	(chapitre	IV).	

	

2.2.2.	Activation	du	récepteur	P2Y13.		

L’effet	 de	 la	 surexpression	 de	 P2Y13	 n’a	 pas	 encore	 été	 étudié.	 Cependant,	 notre	 équipe	 a	

étudié	 l’effet	 de	 l’activation	 pharmacologique	 du	 récepteur	 P2Y13	 in	 vivo	 chez	 la	 souris	 via	

l’administration	en	aigu	et	en	chronique	d’un	agoniste	partiel,	le	cangrelor	(AR-C69931MX)	(Fabre	et	

al.,	 2010)	 (Serhan	 et	 al.,	 2013).	 En	 parallèle,	 la	 société	 Cerenis	 Therapeutics	 a	 étudié	 l’effet	 d’un	

agoniste	 spécifique	 de	 P2Y13,	 CT1007900,	 sur	 le	 métabolisme	 des	 HDL	 et	 le	 développement	 de	

l’athérosclérose	chez	différents	modèles	murins	comme	décrit	ci-dessous	(Tableau	4).	

	

	

2.3.	Etudes	cliniques.	

2.3.1.	IF1	:	un	biomarqueur	des	maladies	coronariennes.	

Giorgio	et	al.	ont	montré	que	l’ecto-F1-ATPase	et	son	inhibiteur	naturel	IF1	sont	présents	sur	

des	membranes	plasmiques	purifiées	à	partir	de	 foies	de	rats.	Dans	 le	cas	de	cholestase	hépatique	

aiguë	induite	chez	l’animal,	caractérisée	par	une	diminution	de	l’endocytose	de	l’holoparticule	HDL,	il	

a	 été	 observé	 une	 augmentation	 de	 l’expression	 d’IF1	 associée	 à	 une	 diminution	 de	 l’activité	 de	

l’ecto-F1-ATPase	(Giorgio	et	al.,	2010).	Notre	équipe	a	récemment	mis	en	évidence	la	présence	d’IF1	

circulant	 dans	 le	 sérum	 humain,	 et	 nous	 avons	 mesuré	 ses	 niveaux	 sériques	 dans	 le	 cadre	 d’une	

étude	cas-témoin	(GENES)	sur	la	maladie	coronarienne.	Cette	étude	a	inclus	800	patients	coronariens	

stables,	âgés	de	45	à	74	ans,	et	800	individus	contrôles	de	même	âge	et	de	sexe	masculin.	De	façon	

intéressante,	chez	les	sujets	normolipémiques,	les	concentrations	d’IF1	circulants	sont	positivement	

et	 indépendamment	associées	aux	 taux	de	HDL-C	et	d’apoA-I	 (Genoux	et	al.,	2011).	De	plus,	après	

ajustement	 en	 fonction	 de	 multiples	 facteurs	 de	 risque,	 IF1	 apparaît	 comme	 un	 contributeur	

important	 et	 indépendant	 de	 la	 variabilité	 du	 HDL-C	 et	 de	 l’apoA-I,	 d’environ	 10	 et	 30%,	

respectivement.	 En	 comparant	 les	 témoins	 aux	 patients	 coronariens	 (cas),	 les	 concentrations	

moyennes	d’IF1	étaient	20%	plus	basses	chez	 les	cas	que	chez	 les	 témoins	 (0,43	mg	/L	versus	0,53	
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mg/L	 respectivement,	p<0,001).	De	plus,	 après	de	multiples	ajustements	 sur	 les	 facteurs	de	 risque	

cardiovasculaire,	 les	 concentrations	 d’IF1	 sont	 négativement	 liées	 au	 risque	 de	 maladie	

coronarienne.	Plus	particulièrement,	 chez	 les	 sujets	ayant	des	 taux	abaissés	de	HDL-C	ou	d’apoA-I,	

(<0,43	 g/L	 et	 <1,37	 g/L,	 respectivement)	 un	 niveau	 élevé	 d’IF1	 (³0,47	 mg/L)	 est	 associé	 à	 une	

réduction	 de	 70%	 du	 risque	 de	maladie	 coronarienne.	 Ainsi	 ces	 études	 définissent	 IF1	 comme	 un	

nouveau	déterminant	du	HDL-C	inversement	corrélé	au	risque	de	maladies	coronariennes.	La	mesure	

du	 taux	 d’IF1	 sérique	 pourrait	 donc	 être	 particulièrement	 pertinente	 pour	 l’évaluation	 du	 risque	

cardiovasculaire	 chez	 les	 individus	avec	des	 taux	de	HDL-C	bas.	Ces	 travaux	mettent	également	en	

évidence	 la	 relevance	 physiologique	 de	 la	 voie	 ecto-F1-ATPase/P2Y13	 sur	 le	 métabolisme	 des	 HDL	

chez	l’homme	(Genoux	et	al.,	2013).	

Plus	récemment,	grâce	à	un	suivi	prospectif	de	11	ans	des	patients	coronariens	 inclus	dans	

l’étude	GENES,	mon	laboratoire	a	analysé	la	valeur	prédictive	d’IF1	sur	la	mortalité	à	long	terme	chez	

les	patients	coronariens.	Sa	valeur	informative	a	été	comparée	à	celle	du	HDL-C.	Dans	cette	étude	les	

concentrations	 d’IF1	 ont	 été	mesurées	 chez	 577	 hommes	 atteints	 de	maladie	 coronarienne	 stable	

(âgées	de	45	à	74	ans)	issus	de	l’étude	GENES.	Le	statut	vital	a	été	évalué	chaque	année.	Le	taux	de	

mortalité	rapporté	a	été	de	29,5%,	la	mortalité	cardiovasculaire	représentant	62,4%	de	ces	décès.	La	

mortalité	 sur	 10	 ans	 a	 été	 de	 28,5%	 chez	 les	 patients	 avec	 des	 taux	 d’IF1	 bas	 (<0,42	mg/L)	 et	 de	

21,4%	 chez	 ceux	 avec	 des	 taux	 élevés	 (³0,42	 mg/L,	 p<0,02).	 L’étude	 a	 révélé	 que	 des	 taux	 d’IF1	

circulant	 élevés,	 mais	 pas	 l’HDL-C,	 sont	 négativement	 associés	 à	 la	 mortalité	 toutes	 causes	

confondues	ainsi	que	celle	associée	aux	maladies	cardiovasculaires.	Pour	IF1,	cette	corrélation	reste	

significative	après	ajustement	en	fonction	de	multiples	facteurs	de	risque	cardiovasculaire	associés	à	

la	mortalité	(Genoux	et	al.,	2016).	De	plus,	 l’étude	a	montré	une	corrélation	positive	entre	IF1	et	le	

nombre	de	particules	HDL	(HDL-P),	ainsi	que	la	taille	des	particules	HDL	(HDL-S).	

L’absence	d’association	entre	 le	taux	de	HDL-C	et	 la	mortalité	chez	 les	patients	coronariens	

est	 en	 accord	 avec	 d’autres	 études	 (Silbernagel	 et	 al.,	 2013).	 Une	 des	 hypothèses	 qui	 pourrait	

expliquer	ceci	est	que	les	fonctions	protectrices	des	HDL	sont	altérées	chez	les	patients	coronariens	

(Angeloni	et	al.,	2013)	et	que	le	taux	de	HDL-C	ne	refléterait	alors	plus	la	fonctionnalité	des	particules	

HDL.	En	effet,	 comme	démontré	par	 les	auteurs	de	 ces	études	 (Angeloni	et	al.,	 2013),	 les	patients	

coronariens	 présentent	 des	 caractéristiques	 du	 syndrome	 métabolique	 avec	 une	

hypertriglycéridémie	 modérée,	 condition	 qui	 altère	 à	 long	 terme	 la	 composition	 lipidique	 et	

protéique	des	HDL,	conduisant	à	la	perte	de	leur	propriétés	athéroprotectrices.		

Nous	pouvons	émettre	2	hypothèses	pour	expliquer	l’association	négative	entre	le	taux	d’IF1	

et	le	risque	cardiovasculaire.	En	prenant	en	compte	que	l’ajout	d’IF1	recombinant	exogène	diminue	

l’endocytose	 des	 particules	 HDL	 dans	 les	 cellules	 HepG2	 et	 sur	 des	 foies	 de	 rats	 perfusés,	 l’IF1	

endogène	 circulant	 chez	 l’homme	pourrait	 ralentir	 l’endocytose	hépatique	des	HDL.	Ainsi,	 un	 taux	
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élevé	 d’IF1	 serait	 associé	 à	 un	 ralentissement	 de	 l’endocytose	 hépatique	 des	 HDL	 et	 donc	 à	 une	

augmentation	du	HDL-C	qui	permettrait	de	prolonger	 le	 temps	de	 résidence	des	particules	HDL	en	

leur	 permettant	 de	 mieux	 exercer	 leurs	 effets	 pléiotropiques	 athéroprotecteurs	 (i.e.	 antioxydant,	

anti-inflammatoire,	 antithrombotique,	 cytoprotecteur).	 Cependant,	 un	 ralentissement	 de	

l’endocytose	hépatique	des	HDL	pourrait	avoir	également	des	effets	délétères	en	diminuant	le	RCT.	

Une	deuxième	hypothèse	que	nous	privilégions	et	qui	expliquerait	cette	association	négative	entre	

IF1	et	risque	cardiovasculaire	est	que	IF1	puisse	se	dissocier	de	la	membrane	plasmique	où	il	serait	

constitutivement	 lié	 à	 l’ecto-F1-ATPase	 en	 l’inhibant.	 Ainsi,	 le	 taux	 d’IF1	 circulant	 refléterait	 une	

activité	 augmentée	 de	 l’ecto-F1-ATPase	 dans	 l’endocytose	 des	 HDL.	 Cette	 hypothèse	 est	 soutenue	

par	des	études	qui	montrent	que	l’IF1	endogène	est	retrouvé	à	la	membrane	plasmique	de	plusieurs	

lignées	cellulaires,	 incluant	 les	hépatocytes,	où	 il	 inhibe	de	 façon	constitutive	 l’activité	de	 l’ecto-F1-

ATPase	(Giorgio	et	al.,	2010)	(Cortés-Hernández	et	al.,	2005)	(Contessi	et	al.,	2007).	Dans	ce	contexte,	

il	 a	été	démontré	que	 l’apoA-I	entre	en	compétition	avec	 l’IF1	pour	 les	mêmes	 sites	de	 liaison	 sur	

l’ecto-F1-ATPase	 (Radojkovic	 et	 al.,	 2009).	 La	 liaison	 de	 l’apoA-I	 sur	 l’ecto-F1-ATPAse	 contribuerait	

donc	à	la	dissociation	d’IF1,	avec	pour	conséquence	une	levée	de	l’inhibition	de	l’activité	ATPasique	

de	l’ecto-F1-ATPase	et	la	génération	d’ADP	extracellulaire	capable	de	stimuler	l’endocytose	des	HDL	

via	le	récepteur	P2Y13.	Cependant	les	voies	sécrétoires	d’IF1	ne	sont	pas	encore	élucidées	et	d’autres	

mécanismes	pourraient	réguler	les	taux	sériques	d’IF1.	

En	conclusion,	ces	études	mettent	en	évidence	que	l‘IF1	est	un	nouveau	biomarqueur	associé	

au	 HDL-C	 et	 à	 l’apoA-I,	 négativement	 corrélé	 au	 risque	 cardiovasculaire	 et	 à	 la	mortalité	 chez	 les	

patients	 coronariens,	 indépendamment	 des	 facteurs	 de	 risque	 classiques.	 La	mesure	 d’IF1	 permet	

d’apporter	 une	 valeur	 informative	 additive	 sur	 le	 risque	 cardiovasculaire,	 que	 les	 taux	 de	 HDL-C	

soient	faibles	ou	élevés.		
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des	HDL	qui	se	reflète	par	une	diminution	du	HDL-C	plasmatique	et	une	augmentation	des	sécrétions	

de	 lipides	 dans	 la	 bile.	 Ces	 effets	 n’étaient	 pas	 retrouvés	 chez	 les	 souris	 P2Y13-KO.	 De	 façon	

intéressante,	cet	effet	stimulateur	du	cangrelor	sur	l’endocytose	hépatique	des	HDL	et	les	sécrétions	

de	 lipides	 biliaires	 est	 également	 observé	 chez	 les	 souris	 SR-BI-KOfoie,	 suggérant	 que	 l’endocytose	

hépatique	des	HDL	médiée	par	la	voie	ecto-F1-ATPase/P2Y13	est	indépendante	de	la	voie	de	captation	

sélective	du	cholestérol	estérifié	des	HDL	médiée	par	SR-BI.	Plus	récemment	l’équipe	a	montré	que	

l’administration	chronique	du	cangrelor	pendant	3	jours	stimule	l’endocytose	hépatique	des	HDL	par	

le	 foie,	avec	cette	 fois-ci	une	diminution	des	taux	de	HDL-C	plasmatique	(Tableau	4)	 (Serhan	et	al.,	

2013).		

La	société	Cerenis	Therapeutics	a	récemment	développé	un	agoniste	spécifique	du	récepteur	

P2Y13,	(CT1007900)	qui	a	la	capacité	de	réguler	le	métabolisme	des	HDL	et	d’inhiber	la	progression	de	

l’athérosclérose	in	vivo.	Des	souris	C57BL/6	ont	reçu	une	administration	de	l’agoniste	CT1007900	en	

aigu	 par	 injection	 intraveineuse	 ou	 gavage	 oral	 et	 des	 HDL	 radiomarquées	 sur	 leur	 composante	

lipidique	 (3H-Cholestérol-HDL)	 ont	 été	 injectées	 par	 voie	 intraveineuse.	 L’agoniste	 induit	 une	

augmentation	 du	marqueur	 tritié	 dans	 le	 foie	 et	 dans	 les	 fèces	 reflétant	 une	 augmentation	 de	 la	

captation	 hépatique	 du	 HDL-C.	 Cette	 augmentation	 est	 associée	 à	 une	 augmentation	 des	

concentrations	biliaires	 en	 cholestérol	 et	 acides	biliaires	et	une	diminution	du	 taux	de	 cholestérol	

plasmatique.	Pour	évaluer	l’effet	de	l’agoniste	sur	le	développement	de	l’athérosclérose,	les	auteurs	

ont	 administré	 l’agoniste	 par	 doses	 répétées	 pendant	 2	 semaines	 dans	 deux	 modèles	 murins	

d’athérosclérose,	 le	 modèle	 de	 lésion	 par	 ligature	 de	 la	 carotide	 chez	 les	 souris	 apoE-KO	 («	flow	

cessation	model	»)	et	le	modèle	d’athérosclérose	induite	par	un	régime	hypercholestérolémiant	chez	

les	souris	apoE-KO.	L’agoniste	a	induit	une	diminution	de	la	taille	des	plaques	d’athérome,	de	leur	

épaisseur	et	de	leur	contenu	en	cholestérol	et	en	macrophages	chez	ces	deux	modèles	murins.	Afin	

de	 démontrer	 que	 les	 effets	 de	 cet	 agoniste	 sur	 le	 métabolisme	 des	 HDL	 et	 la	 plaque	 sont	 bien	

spécifiques	 de	 l’activation	 du	 récepteur	 P2Y13,	 ces	 souris	 ont	 été	 infectées	 par	 un	 adénovirus	

comportant	un	shRNA	(Short	hairpin	RNA,	molécule	d’ARN	 interférence)	ciblant	 le	récepteur	P2Y13.	

L’effet	du	CT1007900	sur	 le	contenu	hépatique	en	cholestérol	 libre	et	 le	contenu	en	cholestérol	au	

sein	des	carotides	est	aboli	chez	les	souris	traitées	par	ce	shRNA.	Leur	étude	a	également	montré	que	

l’agoniste	 induit	 une	 stimulation	 de	 la	 synthèse	 hépatique	 de	 l’apoA-I	 et	 de	 la	 formation	 des	

particules	HDL	de	petite	taille.	Ceci,	associé	à	l’augmentation	de	l’endocytose	hépatique	des	HDL,	se	

traduit	 par	 un	 profil	 lipoprotéique	 particulier	 avec	 diminution	 du	 HDL-C	 associée	 à	 une	

augmentation	 des	 particules	 HDL	 de	 taille	 intermédiaire	 et	 une	 diminution	 des	 HDL	 larges.	 Ces	

particules	HDL	de	taille	 intermédiaire	sembleraient	être	plus	efficaces	dans	 l’efflux	de	cholestérol	à	

partir	 des	 macrophages	 situés	 dans	 la	 plaque,	 et	 contribueraient	 ainsi	 à	 limiter	 le	 contenu	 en	

cholestérol	de	 la	plaque.	En	effet	 les	auteurs	ont	observé	que	 le	plasma	des	souris	 traitées	avec	 le	
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1.	HDL	et	génétique.	
	

L'étude	épidémiologique	de	Framingham	a	mis	en	évidence	qu'une	concentration	de	HDL-C	

<1	 mmol/L	 (40	 mg/dL)	 est	 considérée	 comme	 un	 facteur	 de	 risque	 indépendant	 des	 maladies	

cardiovasculaires	 (Castelli	 et	 al.,	 1977).	 Ultérieurement	 d'autres	 études	 épidémiologiques	

prospectives	 à	 grande	 échelle,	 dont	 les	 études	 de	 Tromsø	 Heart	 (Miller	 et	 al.,	 1977)	 et	 PROCAM	

(Assmann	et	al.,	1996)	ont	montré	une	corrélation	positive	entre	des	concentrations	basses	de	HDL	

et	un	développement	accéléré	de	l'athérosclérose	et	des	maladies	coronariennes.	Une	baisse	de	0,03	

mmol/L	(1	mg/dL)	de	 la	concentration	de	HDL-C	a	été	associée	avec	une	hausse	de	2-3%	du	risque	

cardiovasculaire	 (Hausenloy	 &	 Yellon,	 2008).	 De	 plus	 l’étude	 Tromsø	 Heart	 a	 démontré	 qu’un	

nombre	réduit	de	particules	HDL	(en	utilisant	les	concentrations	d’apoA-I	comme	marqueur)	et	une	

réduction	 du	 contenu	 en	 cholestérol	 des	 particules	 HDL,	 constituent	 deux	 facteurs	 cruciaux	 dans	

l’association	entre	un	taux	plasmatique	de	HDL-C	bas	et	l'incidence	de	l’infarctus	du	myocarde	(IDM)	

(Ishikawa	 et	 al.,	 1978).	 La	 relevance	 clinique	 des	 conclusions	 a	 été	 renforcée	 par	 l‘étude	 à	 grande	

échelle	 INTERHEART	conduite	dans	52	pays	du	monde	entier,	dans	 laquelle	 le	 risque	d’un	premier	

IDM	a	été	démontré	comme	fortement	associé	à	un	ratio	élevé	de	LDL-C	sur	HDL-C	(>6:1)	(McQueen	

et	 al.,	 2008)	 (Yusuf	 et	 al.,	 2004).	 Cependant	 ces	 données	 épidémiologiques	 n’infèrent	 pas	 de	 lien	

causal	entre	un	taux	de	HDL-C	abaissé	et	une	augmentation	du	risque	cardiovasculaire.		

	

1.1.	Mutations	monogéniques	et	concentrations	de	HDL-C.	

	
Les	taux	de	HDL-C	seraient	génétiquement	déterminés	pour	une	part	de	40	à	60%	(Weissglas-

Volkov	&	Pajukanta,	2010).	Ceci	explique	que	de	nombreuses	études	génétiques	familiales	aient	mis	

en	 évidence	 des	 désordres	 monogéniques	 portant	 sur	 des	 partenaires	 du	 métabolisme	 des	 HDL.	

Caractérisés	par	des	 taux	extrêmes	de	HDL-C,	 ces	désordres	 se	 transmettent	de	 façon	autosomale	

(dominante	ou	récessive).		

	

Parmi	 les	désordres	monogéniques	conduisant	à	 l'hypoHDLémie,	on	retrouve	 les	mutations	

d’acteurs	clés	du	métabolisme	des	HDL	telles	que	l'apoA-I,	l'ABCA1	et	la	LCAT	ou	encore	la	LPL.		

	

Les	déficits	en	apoA-I	se	caractérisent	par	un	tableau	clinique	varié	qui	diffère	selon	le	lieu	de	

la	 mutation.	 Les	 mutations	 faux-sens	 ou	 non-sens	 altèrent	 la	 biogénèse	 des	 particules	 HDL	 et	

engendrent	une	très	forte	diminution	de	HDL	chez	les	homozygotes	(Arnold	von	Eckardstein,	2006).	

Des	taux	indétectables	d’apoA-I	ne	sont	pas	toujours	associés	à	un	risque	cardiovasculaire	augmenté	

comme	en	 témoignent	certains	cas	 rapportés.	A	 titre	d'exemple,	nous	avons	 le	cas	 rapporté	par	H	
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Yokota,	d'une	femme	porteuse	d'une	mutation	perte	de	fonction	d'apoA-I	(Yokota	et	al.,	2002).	Cette	

patiente	de	69	ans,	présentait	des	 taux	d’apoA-I	 inférieurs	à	0,6	mg/dL	et	un	HDL-C	compris	entre	

0,10	 et	 0,18	 mmol/L,	 associés	 à	 des	 taux	 de	 LDL-C	 élevés	 malgré	 un	 traitement	 par	 statines	 et	

souffrait	 également	 d’une	 hypertension	 artérielle.	 De	 façon	 remarquable,	 cette	 patiente	 ne	

présentait	aucun	symptôme	de	maladie	coronarienne,	malgré	la	présence	de	nombreux	facteurs	de	

risque.	 Nous	 pouvons	 également	 citer	 l’exemple	 de	 l’apoA-I	 Oita	 (Val156Glu	 ou	 V156E).	 Cette	

mutation	 faux-sens	 a	 été	 retrouvée	 chez	 un	 individu	 de	 67	 ans	 et	 est	 associée	 à	 des	 déficits	

importants	 en	 apoA-I	 et	 en	 HDL	 et	 une	 atteinte	 coronaire.	 Ce	 patient	 homozygote	 pour	 cette	

mutation	 présente	 de	 nombreux	 facteurs	 de	 risque	 (indice	 de	 masse	 corporelle	 à	 27,5	 kg/m²,	

tabagisme	 important).	 Cependant	 son	 frère	 plus	 âgé,	 lui	 aussi	 porteur	 homozygote,	 n’a	 jamais	

présenté	de	symptômes	pouvant	être	associés	à	une	pathologie	cardiovasculaire	(Huang	et	al.,	1998).	

Finalement,	 l’apoA-I	 Milano	 (variant	 de	 l'apoA-I	 caractérisé	 par	 la	 substitution	 d'une	 arginine	 en	

position	173	par	un	 cystéine)	est	 l’exemple	 le	plus	 connu	et	 le	mieux	étudié	 illustrant	 le	paradoxe	

posé	 par	 de	 faibles	 taux	 d’apoA-I	 sans	 développement	 d'athérosclérose	 associé.	 Dans	 une	 ville	

d'Italie,	 approximativement	 40	 porteurs	 de	 l'apoA-I	 Milano	 ont	 été	 identifiés.	 Ces	 individus	

présentaient	des	taux	de	HDL-C	très	faibles	(10	à	30	mg/dL)	et	un	développement	d'athérosclérose	

beaucoup	moins	sévère	que	celui	attendu	en	se	basant	sur	 leur	 taux	de	HDL-C	 (Franceschini	et	al.,	

1985).	 Certaines	 études	 ont	 montré	 que	 le	 sérum	 de	 ces	 malades	 a	 une	 capacité	 d’efflux	 de	

cholestérol	(via	ABCA1)	qui	est	augmentée	(Favari	et	al.,	2007)	(Franceschini	et	al.,	1999)	,	d’autres	

ont	montré	que	cette	capacité	est	similaire	à	celle	des	individus	contrôles,	mais	que	l’apoA-I	Milano	

possède	 une	 puissante	 activité	 anti-oxydante	 qui	 lui	 permet	 d'empêcher	 l’oxydation	 des	

phospholipides	 par	 la	 lipoxygénase	 (Bielicki	&	Oda,	 2002).	 Le	 phénotype	 athéroprotecteur	 conféré	

par	l’apoA-I	Milano	a	conduit	au	développement	de	HDL	reconstituées	contenant	de	l’apoA-I	Milano	

(Franceschini	et	al.,	1999).	A	la	fin	de	l'année	2016,	le	développement	clinique	des	HDL	reconstituées	

contenant	de	l’apoA-I	Milano	a	été	arrêté	par	manque	d'efficacité	sur	la	régression	du	volume	de	la	

plaque	 d'athérosclérose	 mesuré	 par	 ultrason	 intra-vasculaire	 (ClinicalTrials.gov	 Identifier	 :	

NCT02678923).	 Cependant,	 des	HDL	 reconstituées	de	 composition	différente	 telles	 que	 le	CSL-112	

(CSL	 Behring)	 et	 le	 CER-001	 (Cerenis	 Therapeutics)	 sont	 encore	 en	 évaluation	 dans	 des	 essais	

cliniques	de	phase	 II	 (ClinicalTrials.gov	 Identifier	 :	NCT02108262)	et	 III	 (ClinicalTrials.gov	 Identifier	 :	

NCT02697136),	respectivement,	et	leurs	résultats	permettront	d’évaluer	le	réél	bénéfice	clinique	des	

infusions	de	HDL	reconstituées.	

Les	 désordres	 associés	 aux	 mutations	 monogéniques	 de	 ABCA1,	 comme	 nous	 l'avons	 vu	

précedemment,	 sont	 associés	 à	 l'apparition	de	2	 syndromes	 :	 l’hypoalphalipoprotéinémie	 familiale	

causée	 par	 des	 mutations	 hétérozygotes	 de	 ABCA1	 et	 la	 maladie	 de	 Tangier	 causée	 par	 des	

mutations	 homozygotes	 ou	 hétérozygotes	 composites	 de	 ABCA1.	 Parmi	 les	 patients	 atteints	 de	
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l’hypoalphalipoprotéinémie	 familiale,	 il	 existe	 une	 hétérogénéité	 importante	 des	 taux	 de	 HDL-C	

(variant	de	5%	à	la	normale).	Les	individus	souffrant	de	la	maladie	de	Tangier	présentent,	quant	à	eux	

des	taux	extrêmement	bas	de	HDL-C	variant	entre	1%	et	10%	par	rapport	à	des	individus	contrôles.	

Le	risque	de	développer	une	pathologie	cardiovasculaire	de	façon	précoce	chez	les	patients	souffrant	

de	ces	désordres	existe	mais	 il	n’est	pas	proportionnel	à	 la	baisse	du	HDL-C	(Frikke-Schmidt,	2010).	

Par	 ailleurs,	 dans	 certaines	 familles	 porteuses	 on	 n’observe	 pas	 d'augmentation	 du	 risque,	 ce	 qui	

pourrait	s’expliquer	par	les	faibles	concentrations	de	LDL-C	de	ces	patients	(Schaefer	et	al.,	1980).		

Dans	 la	 littérature,	 très	 peu	 de	 cas	 de	 déficit	 en	 LCAT	 sont	 recensés.	 La	 transmission	 est	

autosomale	récessive	et	 la	prévalence	est	 inférieure	à	1	pour	1	000	000	(description	de	30	familles	

atteintes)	 (Savel	 et	 al.,	 2012).	 Ces	mutations	 se	 traduisent	 par	 2	 syndromes	 cliniques	 différenciés	

selon	l’intensité	du	déficit	enzymatique	:	la	maladie	de	Norum,	caractérisée	par	un	déficit	total	de	la	

LCAT	(perte	des	activités	α	et	β	de	la	LCAT)	et	la	«	maladie	des	yeux	de	poisson	»,	caractérisée	par	un	

déficit	 partiel	 de	 la	 LCAT	 (perte	 uniquement	 de	 l’activité	 α)	 qui	 résulte	 dans	 une	 perte	 de	

l'estérification	 du	 cholestérol	 des	 HDL	 mais	 pas	 des	 LDL.	 Le	 défaut	 de	 formation	 d’esters	 de	

cholestérol	est	 responsable	de	 l’absence	de	particules	HDL	matures	chez	ces	patients.	 Les	patients	

souffrant	de	l’une	ou	l’autre	de	ces	pathologies	présentent	habituellement	des	faibles	taux	de	HCL-C	

(<0,1g/L	ou	0,3	mM),	valeurs	qui	restent	supérieures	à	celles	retrouvées	pour	 les	déficits	en	apoA-I	

ou	la	maladie	de	Tangier.	Malgré	les	faibles	taux	de	HDL-C,	l’association	de	ces	deux	syndromes	avec	

un	 risque	 accru	 d'athérosclérose	 n'est	 pas	 clairement	 établie,	 des	 études	 conflictuelles	 ayant	 été	

publiées	à	ce	sujet	(Fotakis	et	al.,	2015)	(Savel	et	al,	2012).	

La	 lipoprotéine	 lipase	 possède	 une	 activité	 enzymatique	 d’hydrolyse	 des	 triglycérides	

présents	dans	les	chylomicrons	et	les	VLDL.	La	transmission	est	autosomale	récessive	et	très	peu	de	

cas	 sont	 recensés	 (prévalence	de	1	pour	1	000	000).	 Le	phénotype	 lipidique/lipoprotéique	 chez	 les	

patients	 porteurs	 de	 ces	 mutations	 est	 caractérisé	 par	 une	 hypertriglycéridémie	 sévère	

(accumulation	 de	 chylomicrons	 et	 de	 VLDL)	 et	 des	 taux	 très	 bas	 de	 LDL-C	 et	 HDL-C	 (<20mg/dL),	

(Weissglas-Volkov	&	Pajukanta,	2010).	Ces	 individus	ne	présentent	pas	un	 risque	accru	de	maladie	

coronarienne,	 ce	 qui	 suggère	 qu'une	 augmentation	 significative	 des	 taux	 plasmatiques	 de	

triglycérides	ne	suffit	pas	à	augmenter	le	risque	coronarien	(Kral	&	Becker,	2007)	(Weissglas-Volkov	

&	Pajukanta,	2010).	

	

Les	études	sur	l'association	entre	un	risque	cardiovasculaire	élevé	et	les	désordres	familiaux	

conduisant	à	une	diminution	de	HDL-C	tels	que	ceux	concernant	les	mutations	de	l'apoA-I,	l'ABCA1,	la	

LCAT	 et	 la	 LPL	 ont	 donc	 conduit	 à	 une	 conclusion	mitigée.	 Il	 en	 est	 de	même	 pour	 les	mutations	

conduisant	 à	 une	 augmentation	 des	 taux	 de	 HDL-C	 ou	 hyperalphalipoprotéinémie	 familiale,	 telles	

que	les	mutations	des	gènes	codant	pour	la	CETP,	SR-BI,	comme	nous	l'avons	vu	précedemment,	ou	
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encore	la	lipase	hépatique.	Les	hyperalphalipoprotéinémies	familiales	sont	définies	par	un	contexte	

familial	d’élévation	des	taux	de	HDL-C	au-delà	du	90ème	percentile	de	la	distribution	selon	l’âge	et	le	

sexe.	 Le	déficit	 en	 lipase	hépatique	 se	 caractérise	par	une	diminution	de	 l’activité	 lipolytique,	une	

élévation	des	taux	de	HDL-C	et	LDL-C	et	une	hypertriglycéridémie	(Kral	&	Becker,	2007).	La	mutation	

la	plus	étudiée	de	ce	gène	est	le	polymorphisme	rs1800588.	Une	méta-analyse	portant	sur	18	études	

et	plus	de	11	000	cas	a	rapporté	une	absence	d’association	entre	ce	polymorphisme	et	les	maladies	

cardiovasculaires	(H.	Wang,	Jiang,	&	Qiu,	2010).	Concernant	les	mutations	du	gène	SR-BI,	la	mutation	

P376L	 est	 à	 ce	 jour	 la	 seule	 mutation	 de	 SR-BI	 associée	 à	 la	 fois	 à	 une	 hyperHDLémie	 et	 à	 une	

augmentation	significative	du	risque	de	maladie	coronarienne	chez	l'homme	(odds	ratio	=	1,79,	p	=	

0,018)	 (Zanoni	et	al.,	 2016).	Ainsi,	 les	études	épidémiologiques	ayant	évalué	 l’association	entre	 les	

mutations	 dans	 le	 gène	 CETP,	 qui	 conduisent	 à	 une	 forte	 augmentation	 des	 taux	 de	 HDL-C,	 et	 le	

risque	 cardiovasculaire,	 offrent	 une	 réponse	 ambiguë.	 Il	 semblerait	 donc	 que	 la	 susceptibilité	 à	

développer	 l'athérosclérose	 soit	 en	 partie	 liée	 au	 type	 de	mutations,	 à	 la	 présence	de	 facteurs	 de	

risque	ou	encore	au	groupe	ethnique.	

	

1.2.	Lien	entre	les	SNPs	régulant	les	taux	de	HDL-C	et	le	risque	coronarien.	

	

Afin	 d'approfondir	 les	 connaissances	 sur	 le	 lien	 entre	 la	 génétique	 et	 les	 HDL,	 une	 dizaine	

d’études	 pangénomiques	 ciblant	 des	 populations	 d’ascendance	 européenne	 ont	 étudié	 les	

associations	 entre	 des	 centaines	 de	 milliers	 de	 SNPs	 et	 les	 taux	 de	 HDL-C	 (Heid	 et	 al.,	 2008)	

(Kathiresan	et	al.,	2008)	(Kathiresan	et	al.,	2009)	(Aulchenko	et	al.,	2009)	(Ridker	et	al.,	2009)	(Sabatti	

et	al.,	 2009)	 (Waterworth	et	al.,	 2010)	 (Willer	et	al.,	 2008)	 (Teslovich	et	al.,	 2010)	 (K.	Wang	et	al.,	

2011).	Parmi	ces	études,	figure	notamment	une	méta-analyse	de	46	études	génétiques	qui	a	permis	

de	mettre	 en	 évidence	 l’association	 de	 95	 loci	 avec	 les	 lipides	 plasmatiques	 chez	 plus	 de	 100	000	

individus	 (Teslovich	 et	 al,	 2010).	 Une	 association	 avec	 le	 HDL-C	 a	 été	 trouvée	 pour	 47	 loci	 et	 les	

associations	les	plus	fortes	concernent	des	acteurs	déjà	connus	du	métabolisme	du	HDL	:	CETP,	lipase	

hépatique	 et	 lipoprotéine	 lipase.	 Le	 lien	 entre	 polymorphismes	 associés	 aux	 taux	 de	 HDL-C	 et	 le	

risque	coronarien	a	été	étudié	dans	certaines	des	GWAS.	Teslovich	TM	et	al.	(Teslovich	et	al.,	2010)	

ont	 évalué	 l’effet	 de	 loci	 identifiés	 chez	 24	 607	 coronariens	 d’ascendance	 européenne	 et	 66	 197	

contrôles.	Cela	a	permis	de	mettre	en	évidence	trois	nouveaux	loci	associés	aux	taux	de	HDL-C	mais	

aussi	à	la	maladie	coronarienne	:	IRS-1	(Insulin	receptor	substrate	1),	C6orf106	(chromosome	6	open	

reading	frame	106)	et	KLF14	(Kruppel-like	factor	14).	La	fonction	du	gène	de	C6orf106	n’est	toujours	

pas	connue,	KLF14,	quant	à	lui,	code	un	facteur	de	transcription	dont	l’expression	est	induite	par	la	

TGF-β	 (Gonzalez	et	 al.,	 2013).	 Toutefois,	 il	 n’existe	pas	un	 lien	de	 causalité	entre	 la	 régulation	des	
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taux	de	HDL-C	et	 le	 risque	coronarien	pour	ces	 trois	gènes	 là.	D’autres	 loci	 influençant	 les	 taux	de	

HDL-C	s’associent	également	au	risque	coronarien	;	c’est	le	cas	du	rs708272	(proche	du	gène	codant	

la	CETP)	dans	une	cohorte	de	18	245	individus	américains	initialement	en	bonne	santé	(Ridker	et	al.,	

2009).	

Deux	études	de	randomisation	mendélienne	ont	récemment	remis	en	cause	le	rôle	du	HDL-C	

dans	 l'athéroprotection.	 La	 première	 a	 testé	 l’impact	 d’un	 SNP	 de	 la	 lipase	 endothéliale	 (LIPG,	

Asn396Ser)	dans	20	études	incluant	plus	de	20	000	cas	IDM	et	95	000	contrôles	(Voight	et	al.,	2012).	

Les	porteurs	de	cette	mutation	avaient	des	taux	plus	élevés	de	HDL-C	de	0,14	mmol/L,	mais	le	reste	

du	bilan	 lipidique	et	des	 facteurs	de	 risque	étaient	 similaires	aux	autres	 individus	de	 l’étude.	Alors	

que	cette	augmentation	du	HDL-C	aurait	dû	être	associée	à	une	réduction	du	risque	d’IDM	de	13%,	il	

n’y	 avait	 ici	 aucune	diminution	du	 risque.	 La	même	méthode	d'analyse	 a	 été	 utilisée	 pour	 étudier	

l’effet	d’une	mutation	associée	au	gène	de	la	LCAT	(S208T,	rs4986970)	(Haase	et	al.,	2012).	Alors	que	

les	études	épidémiologiques	ont	montré	qu'une	diminution	de	0,21	mmol/L	du	HDL-C	était	associée	

à	une	augmentation	du	risque	d’IDM	de	18%,	une	diminution	similaire	des	taux	de	HDL-C	résultant	

de	cette	mutation	n’était	pas	associée	à	une	augmentation	du	risque	d’IDM.	Les	résultats	de	ces	deux	

études	 ont	 donc	mis	 en	 cause	 la	 notion	 de	 rôle	 athéroprotecteur	 du	 HDL-C	 en	mettant	 en	 avant	

l’absence	 de	 causalité	 entre	 taux	 de	 HDL-C	 et	 IDM.	 Toutefois,	 ces	 études	 de	 randomisation	

mendélienne	présentent	des	limites	qu’il	faut	considérer	afin	de	les	interpréter	au	mieux.	Il	faut	que	

le	 phénotype	 intermédiaire	 ici,	 le	 taux	 de	 HDL-C,	 soit	 associé	 à	 la	 survenue	 (IDM),	 que	 le	 variant	

s’associe	 à	 l’IDM	uniquement	 à	 travers	 ses	 effets	 sur	 le	HDL-C	 et	 que	 la	 technique	de	 génotypage	

permette	 d’éviter	 les	 biais	 instrumentaux	 (Harrison,	 Holmes,	 &	 Humphries,	 2012).	 Une	 des	

principales	limites	possibles	dans	ces	études	serait	qu’il	n’est	pas	possible	d’exclure	les	autres	effets	

de	la	LIPG	et	de	la	LCAT,	notamment	leurs	effets	antioxydants.		

	

2.	Biomarqueurs	associés	aux	HDL	et	leur	intérêt	dans	la	prédiction	et	le	traitement	

du	risque	cardiovasculaire.	

	

	Alors	que	les	études	épidémiologiques	ont	mis	en	évidence	qu’une	concentration	de	HDL-C	

<1	 mmol/L	 (40	 mg/dL)	 était	 considérée	 comme	 un	 facteur	 de	 risque	 indépendant	 de	 maladies	

cardiovasculaires	 (Hausenloy	&	Yellon,	2008),	 il	 a	 récemment	été	montré	que	33%	des	hommes	et	

40%	des	femmes	traités	pour	des	dyslipidémies	en	Europe	présentent	des	concentrations	de	HDL-C	

faibles	(Bruckert,	2006).	Les	taux	plasmatiques	bas	de	HDL-C	sont	donc	fréquents	dans	la	population	

et	les	stratégies	visant	à	augmenter	ces	taux	peuvent	donc	être	prometteuses.	Des	nombreux	agents	

pharmaceutiques	ont	été	développés	dans	ce	but.	La	niacine,	aussi	connue	comme	acide	nicotinique	

ou	 vitamine	 B3	 est	 l'agent	 pharmacologique	 le	 plus	 utilisé	 pour	 augmenter	 les	 taux	 de	 HDL-C	
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(augmentation	 de	 16	 à	 25%)	 (Mani	 &	 Rohatgi,	 2015).	 La	 niacine	 diminue	 également	 les	 lipides	 et	

lipoprotéines	pro-athérogènes	tels	que	le	cholestérol	total,	 les	triglycérides,	les	VLDL	et	les	LDL.	Les	

mécanismes	 impliqués	dans	 les	effets	de	 la	niacine	sur	 le	HDL-C	 restent	peu	clairs	mais	pourraient	

impliquer	 la	modulation	de	 l'activité	de	 la	CETP	ou	 la	clairance	des	HDL	(diminution	de	 l'expression	

de	la	chaîne	b	de	l'ATP	Synthase	à	la	surface	des	cellules	HepG2).	Deux	essais	à	grande	échelle,	AIM-

HIGH	 (Atherosclerosis	 Intervention	 in	 Metabolic	 Syndrome	 with	 Low	 HDL/High	 Triglycerides	 and	

Impact	 on	 Global	 Health	Outcomes)	 et	 HPS2-THRIVE	 (Heart	 protection	 Study	 2-Treatment	 of	 High	

density	lipoprotein	to	reduce	the	Incidence	of	Vascular	Events),	ont	évalué	l'effet	de	l'adjonction	de	

niacine	aux	statines,	par	rapport	à	 l’administration	des	statines	en	monothérapie,	sur	 la	diminution	

du	 risque	 cardiovasculaire	 chez	 des	 patients	 atteints	 de	 maladies	 cardiovasculaires	 associées	 à	

l'athérosclérose	(3500	et	plus	de	25	600,	respectivement)	(Nicholls,	2012)	(Mani	&	Rohatgi,	2015).	Or	

malgré	 l'augmentation	 du	 HDL-C	 observée,	 l’ajout	 de	 la	 niacine	 ne	 diminuait	 pas	 les	 évènements	

cardiovasculaires.	 A	 l'inverse,	 une	méta-analyse	 de	 11	 essais	 cliniques,	 incluant	 l'étude	 AIM-HIGH,	

menée	sur	un	total	de	9	959	individus,	a	montré	qu'une	thérapie	à	base	de	niacine	était	associée	à	

une	réduction	significative	des	évènements	associés	aux	maladies	cardiovasculaires	(Lavigne	&	Karas,	

2013).		

Les	 fibrates	 (Fénofibrate,	 Bézafibrate,	 Ciprofibrate,	 Gemfibrosil),	 ligands	 de	 PPARa	

couramment	 utilisés	 en	 clinique	 comme	 médicaments	 hypolipémiants,	 sont	 d'autres	 molécules	

pharmacologiques	 permettant	 d'augmenter	 les	 taux	 de	 HDL-C,	 via	 la	 régulation	 de	 gènes	 clés	 du	

métabolisme	des	HDL	tels	que	l'ABCA1,	la	LPL,	l’apoC-III,	 la	PLTP,	l’apoA-I	et	l’apoA-II	(Farnier	et	al.,	

2006).	En	accord	avec	la	capacité	des	fibrates	à	augmenter	les	concentrations	de	HDL-C	et	diminuer	

celles	 de	 triglycérides	 et	 LDL-C,	 les	 effets	 des	 fibrates	 sur	 l’incidence	 des	 maladies	 coronariennes	

semblent	 être	 plus	 prononcés	 chez	 des	 patients	 présentant	 des	 taux	 de	 triglycérides	 élevés	 (200	

mg/dL)	et/ou	HDL-C	faibles	(40	mg/dL)	(Jun	et	al.,	2010)	(Staels,	2010).	Cependant,	des	nombreuses	

essais	cliniques	 (essai	ACCORD,	essai	FIELD,	etc..)	 rapportent	des	 résultats	controversés	et	mettent	

en	avant	l’absence	de	preuve	irréfutable	du	bénéfice	clinique	à	utiliser	des	fibrates	dans	la	réduction	

du	risque	coronarien	(Ginsberg,	2011)	(Keech	et	al.,	2005)	(Goldfine,	Sanjay,	&	Hiatt,	2011).	

Finalement,	 les	 inhibiteurs	 de	 la	 CETP	 sont	 une	 autre	 classe	 importante	 d'agents	

pharmacologiques	 permettant	 d'augmenter	 de	 façon	 significative	 les	 taux	 de	HDL-C.	 Comme	nous	

l'avons	vu,	 les	essais	 cliniques	de	phase	 III	de	3	 inhibiteurs	de	 la	CETP	ont	été	arrêtés	par	manque	

d'efficacité	 sur	 le	 risque	 d'évènements	 cardiovasculaires	 et	 l'Anacetrapib	 (Merck)	 est	 le	 seul	

inhibiteur	 de	 la	 CETP	 en	 cours	 d’évaluation.	 La	 fin	 de	 l'essai	 clinique	 de	 phase	 III,	 REVEAL	

(Randomized	 Evaluation	 of	 the	 Effects	 of	 Anacetrapib	 Through	 Lipid-modification),	 qui	 évalue	 les	

effets	 de	 cet	 inhibiteur	 est	 prévue	 pour	 janvier	 2017	 ;	 elle	 déterminera	 si	 l’anacetrapib	 réduit	 le	

risque	d'évènements	coronariens	majeurs.	

		
A	ce	jour,	les	résultats	des	essais	cliniques	achevés	visant	à	augmenter	le	HDL-C	à	travers	des	

interventions	pharmacologiques	telles	que	 la	niacine	(Rader,	2016)	ou	 les	 inhibiteurs	de	 la	CETP	(T.	



	 90	

Gautier,	 Masson,	 &	 Lagrost,	 2016)	 (Rader,	 2016)	 ont	 soulevé	 plusieurs	 doutes	 sur	 le	 fait	 qu’une	

augmentation	du	HDL-C	 soit	 athéroprotectrice.	Ces	 résultats	 ainsi	 que	 ceux	des	études	génétiques	

ayant	évalué	 le	 lien	entre	 les	mutations	 influençant	 les	taux	de	HDL-C	et	 le	risque	cardiovasculaire,	

nous	poussent	à	nous	interroger	sur	 la	pertinence	du	HDL-C	comme	biomarqueur	corrélé	au	risque	

cardiovasculaire	et	les	bénéfices	d'augmenter	le	HDL-C	dans	l'athéroprotéction.		

Les	 différentes	 sous-populations	 de	 HDL	 mesurées	 par	 RMN	 ou	 encore	 le	 nombre	 de	

particules	 HDL	 (HDL-P)	 ont	 été	 proposés	 comme	 biomarqueurs	 négativement	 associés	 au	 risque	

cardiovasculaire.	L’évidence	d’une	association	entre	la	protection	contre	la	maladie	coronarienne	et	

les	taux	circulants	d’une	sous-population	spécifique	de	HDL	chez	 l’homme,	est	cependant	sujette	à	

controverses,	 les	 informations	 fournies	 à	 ce	 sujet	 par	 les	 analyses	 RMN	 dans	 des	 études	

épidémiologiques	étant	contrastées.	Dans	l’essai	PLAC-I	(Pravastatin	Limitation	of	Atherosclerosis	in	

the	 Coronary	 Arteries	 statin	 Intervention),	 les	 concentrations	 des	 particules	 de	 HDL	 larges	 et	 de	

petites	 HDL	 ont	 été	 inversement	 associées	 à	 la	 progression	 de	 maladie	 coronarienne	 avec	 suivi	

angiographique	indépendamment	du	HDL-C	et	d’autres	lipides	(Rosenson	et	al.,	2002).	Dans	l’étude	

WHS	(Women’s	Health	Study)	et	dans	 l’étude	EPIC	(European	Prospective	 Investigation	Into	Cancer	

and	 Nutrition)	 Norfolk,	 seuls	 les	 niveaux	 des	 particules	 HDL	 larges	 ont	 été	 négativement	 associés	

avec	le	risque	coronarien	(El	Harchaoui	et	al.,	2009)	(Mora	et	al.,	2009).	Dans	l’essai	VA-HIT	(Veterans	

Affairs	High	Density	Lipoprotein	Intervention)	les	concentrations	de	particules	HDL	totales	et	petites	

ont	été	rapportées	comme	des	prédicteurs	indépendants	d’évènements	cardiovasculaires	récurrents	

(Otvos	et	al.,	2006)	

Khera	 et	 al.	 ont	montré	 que	 la	 capacité	 d'efflux	 de	 cholestérol	 du	 plasma	 représente	 un	

biomarqueur	 sanguin	utile	pour	 la	détection	et	 le	 suivi	des	pathologies	 cardiovasculaires	 (Khera	et	

al.,	2011).	L'étude	a	été	menée	dans	2	cohortes	différentes	:	une	cohorte	de	203	individus	sains,	qui	a	

permis	d'étudier	l'association	de	l'efflux	de	cholestérol	et	l'athérosclérose	préclinique	évaluée	par	la	

mesure	 de	 l’épaisseur	 intima-média	 carotidienne	 ;	 et	 une	 cohorte	 cas-témoins	 composée	 de	 442	

patients	souffrant	d'une	maladie	cardiovasculaire	(documentée	par	une	angiographie)	appariés	à	351	

sujets	contrôles.	La	capacité	d'efflux	de	cholestérol	a	été	évaluée	en	mesurant	l’efflux	de	cholestérol	

radiomarqué	 d’une	 lignée	 de	 macrophages,	 J774,	 vers	 du	 plasma	 préalablement	 déplété	 en	

lipoprotéines	 contenant	 l’apoB,	 après	 stimulation	 des	 macrophages	 à	 l'AMPc	 (qui	 stimule	

l'expression	 de	 ABCA1,	 ABCG1	 et	 SR-BI	 et	 la	 diffusion	 aqueuse	 au	 niveau	 des	 macrophages).	 Les	

auteurs	ont	montré	que	 la	capacité	des	HDL	à	promouvoir	 l'efflux	de	cholestérol	des	macrophages	

était	 inversement	corrélée	à	 la	 fois	à	 l'athérosclérose	préclinique	et	aux	maladies	cardiovasculaires	

(Khera	et	al.,	2011).	

Comme	nous	 l'avons	vu	précédemment,	 les	études	de	Genoux	et	al.	ont	permis	d'identifier	

l'inhibiteur	 de	 l’activité	 ATP	 hydrolase	 de	 l’ecto-F1-ATPase,	 l'IF1,	 comme	 nouveau	 biomarqueur	
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associé	au	HDL-C	et	à	l’apoA-I	et	négativement	associé	au	risque	cardiovasculaire,	indépendemment	

des	 taux	de	HDL-C	 (Genoux	et	al.,	2011)	 (Genoux	et	al.,	2013)	 (Genoux	et	al.,	2016).	En	outre,	par	

rapport	à	d’autres	biomarqueurs	associés	aux	HDL	qui	se	sont	avérés	être	meilleurs	que	le	HDL-C	tels	

que	 le	nombre	de	particules	 (HDL-P)	et	 les	 sous-populations	de	HDL	mesurées	par	RMN	 (Qi	 et	 al.,	

2015)	 (Gebhard,	Rhainds,	&	Tardif,	 2015)	ou	encore	 la	 capacité	d’efflux	de	 cholestérol	mesurée	 in	

vitro	(Saleheen	et	al.,	2015),	la	mesure	d’IF1	par	un	immuno-dosage	serait	vraissemblablement	plus	

facile	à	réaliser	en	termes	d’accessibilité,	de	coût	et	de	durée.	La	reproductibilité	analytique	semble	

aussi	 plus	 facile	 à	 assurer.	 Dans	 le	 futur,	 la	 mesure	 d’IF1	 circulant	 pourrait	 servir	 de	 nouveau	

biomarqueur	 associé	 aux	 HDL	 pour	mieux	 identifier	 et	 stratifier	 le	 risque	 cardiovasculaire	 afin	 de	

mieux	adapter	la	thérapie	des	patients.		

En	 ce	 qui	 concerne	 la	 pertinence	 des	 thérapie-HDL,	 les	 HDL	 possédant	 de	 multiples	

propriétés	 athéroprotectrices	 (i.e.	 transport	 retour	 du	 cholestérol,	 activités	 antioxydantes,	 anti-

inflammatoires,	vasodilatatrices,	antiapoptotiques	et	antithrombotiques)	il	semble	que,	à	l’avenir,	les	

stratégies	 visant	 à	 améliorer	 la	 fonctionnalité	 des	 HDL	 soient	 plus	 pertinentes	 que	 celles	 visant	

seulement	à	augmenter	les	taux	de	HDL-C.	
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1.	Introduction	générale.	

	

Etant	donné	les	résultats	décevants	des	thérapies	qui	augmentent	le	taux	de	HDL-C	telles	que	

la	 niacine	 ou	 les	 inhibiteurs	 de	 CETP,	 sur	 la	 réduction	 du	 risque	 cardiovasculaire,	 il	 apparaît	

aujourd’hui	que	les	futures	thérapies-HDL	devraient	viser	à	améliorer	la	fonctionnalité	des	HDL.	Ainsi,	

s'intéresser	à	la	compréhension	des	mécanismes	du	RCT,	cause	majeure	des	effets	athéroprotecteurs	

des	 HDL,	 a	 un	 intérêt	 clinique	 dans	 la	 prévention	 et	 le	 traitement	 de	 l'athérosclérose.	 Deux	 voies	

indépendantes	 ont	 été	 impliquées	 dans	 la	 captation	 hépatique	 du	 HDL-C	 :	 la	 voie	 ecto-F1-

ATPase/P2Y13	 et	 la	 voie	 SR-BI.	 Le	 récepteur	 P2Y13	 est	 un	 acteur	 essentiel	 de	 la	 voie	 ecto-F1-

ATPase/P2Y13	d’endocytose	des	holoparticules	HDL	(protéines	+	 lipides)	par	 le	 foie	 (Martinez	et	al.,	

2003)	 (Jacquet	 et	 al.,	 2005).	 L’analyse	du	phénotype	métabolique	des	 souris	 invalidées	pour	 P2Y13	

(P2Y13
-/-)	a	permis	de	mettre	en	évidence	 le	 rôle	du	 récepteur	P2Y13	dans	 le	métabolisme	des	HDL.	

Sous	régime	normolipidique	(Chow	Diet,	CD),	ces	souris	présentent	une	diminution	de	l’endocytose	

hépatique	 des	 HDL	 marquées	 à	 l’iode	 125	 sur	 leur	 composante	 protéique	 (125I-HDL)	 et	 une	

diminution	des	sécrétions	biliaires	de	cholestérol	et	phospholipides.	Ces	altérations	hépato-biliaires	

s’accompagnent	d’une	diminution	du	transport	retour	du	cholestérol	(RCT)	des	macrophages	chargés	

en	cholestérol	radiomarqué	vers	les	fèces	(Fabre	et	al.,	2010).	Le	régime	riche	en	cholestérol	(HCD)	

accentue	ce	phénotype	(Lichtenstein	et	al.,	2013).		

Ces	travaux	montrent	le	rôle	clé	du	récepteur	P2Y13	dans	le	RCT	hépato-biliaire.	L’implication	

du	 récepteur	 P2Y13	 dans	 l’athérosclérose	 n’a	 pu	 être	 mise	 en	 évidence	 chez	 des	 souris	 de	 fond	

génétique	 C57BL/6	 en	 condition	 de	 dyslipidémie	 induite	 par	 un	 régime	 hypercholestérolémique	

(Lichtenstein	et	al.,	2013).	Ceci	pourrait	être	dû	au	fait	que	 les	souris	C57BL/6	ne	développent	que	

très	peu	de	lésions,	y	compris	sous	régime	hypercholestérolémique.	Dans	un	premier	temps	(Article	

1)	 nous	 nous	 sommes	 intéressés	 à	 l'étude	 de	 l’impact	 de	 l’invalidation	 du	 récepteur	 P2Y13	 sur	 le	

métabolisme	du	cholestérol	et	le	développement	de	l’athérosclérose	sur	une	lignée	murine	de	fond	

génétique	susceptible	à	l’athérosclérose,	les	souris	invalidées	pour	l’apoE	(apoE-/-).	Les	souris	apoE-/-	

présentent	 une	 hypercholestérolémie	 caractérisée	 par	 une	 augmentation	 du	 LDL-C	 et	 VLDL-C	 et	

développent	sous	régime	normolipidique	des	 lésions	d’athérosclérose	dès	 l’âge	de	10	semaines.	Le	

phénotype	des	souris	apoE-/-	 invalidées	pour	P2Y13	(P2Y13
-/-/apoE-/-)	a	donc	été	analysé	à	l’âge	de	15	

semaines	sous	régime	normolipidique,	en	le	comparant	à	celui	des	souris	apoE-/-.	

Concernant	la	voie	SR-BI,	responsable	de	la	captation	sélective	du	cholestérol	estérifié	par	le	

foie,	 les	 souris	 invalidées	 pour	 SR-BI	 au	 niveau	 du	 foie	 (SR-BI-KOfoie)	 présentent	 une	

hypercholestérolémie	 principalement	 attribuée	 à	 une	 augmentation	 du	 HDL-C	 et	 du	 LDL-C	 et	

développent	des	plaques	d’athérosclérose	sous	régime	hypercholestérolémique.	L’objectif	principal	
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de	 ma	 thèse	 (Article	 2)	 a	 été	 d’étudier	 la	 contribution	 respective	 des	 récepteurs	 P2Y13	 et	 SR-BI	

hépatique	dans	 le	métabolisme	du	HDL-C	et	 le	développement	de	 l’athérosclérose.	Pour	cela	nous	

avons	 croisé	 des	 souris	 P2Y13-KO	 avec	 des	 souris	 SR-BI-KO
foie	 pour	 obtenir	 des	 souris	 doublement	

invalidées	(P2Y13	x	SR-BI
foie	dKO)	et	j'ai	étudié	le	phénotype	métabolique	des	souris	dKO	sous	régime	

normolipidique	 et	 hypercholestérolémique,	 ainsi	 que	 le	 développement	 d’athérosclérose	 sous	

régime	hypercholestérolémique.	La	double	 invalidation	des	deux	récepteurs	SR-BI	et	P2Y13	pourrait	

avoir	 un	 effet	 cumulatif	 avec	 pour	 conséquence	 un	 phénotype	 exacerbé	 par	 rapport	 à	 la	 simple	

invalidation	 de	 chacun	 des	 récepteurs.	 Alternativement,	 des	 phénomènes	 compensatoires	

pourraient	se	mettre	en	place	chez	ces	animaux.	
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2.	 Rôle	 du	 récepteur	 P2Y13	 dans	 le	 développement	 de	 l’athérosclérose	 dans	 le	

modèle	murin	pro-athérogène,	apoE-/-.	

	

2.1.	Article	1.		

(cf.	(Lichtenstein	et	al.,	2015)	pour	article	complet)	:	

Lichtenstein	L,	Serhan	N,	Espinosa-Delgado	S,	Fabre	A,	Annema	W,	Tietge	UJ,	Robaye	B,	Boeynaems	

JM,	Laffargue	M,	Perret	B,	Martinez	LO.	Increased	atherosclerosis	in	P2Y13/apolipoprotein	E	double-

knockout	mice	 :	 contribution	of	P2Y13	 to	 reverse	 cholesterol	 transport.	 Cardiovasc	Res.	 2015	May	

1;106(2):314-23.	

	

2.2.	Matériel	et	méthodes.	
	

2.2.1.	Animaux	et	régimes.	

Toutes	les	souris	utilisées	dans	cette	étude	sont	des	mâles	sous	fond	génétique	C57BL/6.	Les	souris	

P2Y13
-/-/apoE-/-	 ont	 été	 obtenues	 par	 croisement	 des	 souris	 P2Y13

-/-	 avec	 des	 souris	 apoE-/-	

(Laboratoire	 Jackson,	 Bar	 Harbor,	 ME,	 USA).	 Les	 souris	 contrôles	 apoE-/-	 proviennent	 du	 même	

élevage	 que	 les	 souris	 P2Y13
-/-/apoE-/-.	 Les	 souris	 ont	 été	 maintenues	 dans	 un	 environnement	

contrôlé,	avec	un	accès	 libre	à	 l’eau	et	à	 la	nourriture	 (régime	normolipidique	ou	chow	diet,	CD,	#	

R04-10,	 SAFE,	 Augy,	 France)	 pendant	 15	 semaines.	 A	 l’âge	 de	 15	 semaines,	 les	 souris	 ont	 été	

sacrifiées	après	3h	de	jeûne.	Le	sang	et	les	différents	organes	ont	été	prélevés	pour	analyse.	Durant	

l’expérimentation	animale,	les	souris	ont	été	anesthésiées	à	l'isoflurane	(2%)	et	ont	été	sacrifiées	par	

dislocation	cervicale.	

	

2.2.2.	Analyse	des	lésions	d’athérosclérose	au	niveau	du	sinus	aortique.	

L’évaluation	 du	 développement	 des	 lésions	 d’athérosclérose	 a	 été	 faite	 en	 mesurant	 les	 dépôts	

lipidiques	 au	 niveau	 du	 sinus	 aortique.	 Les	 cœurs	 ont	 été	 prélevés	 et	 placés	 dans	 du	 PBS	 à	 4°C	

pendant	24h.	Ensuite	la	partie	supérieure	a	été	incluse	dans	un	gel	«	O.C.T	»	de	protection	des	tissus	

(Tissue-Tek),	congelée	dans	un	moule	de	cryostat	puis	conservée	à	-80°C.	Pour	chaque	cœur,	environ	

50	coupes	de	10	μm	d’épaisseur	(5	coupes	par	lame	séparées	de	200μm	et	10	lames	par	cœur)	ont	

été	 préparées	 au	 cryostat	 et	 récupérées	 l’une	 derrière	 l’autre	 sur	 lames,	 en	 partant	 de	 la	 partie	

supérieure	 du	 ventricule	 gauche,	 où	 les	 valves	 aortiques	 commencent	 à	 être	 visibles,	 jusqu’à	 une	

position	de	l’aorte	où	les	lames	valvulaires	commencent	à	disparaître	du	champ.	Après	séchage	des	

lames	pendant	2h,	 les	coupes	ont	été	congelées	à	-80°C.	Pour	chaque	cœur,	 la	 lame	0	et	 la	 lame	5	

ont	été	colorées	à	l’huile	rouge	(Oil	Red	O,	ORO)	et	les	noyaux	à	l’hématoxyline.	Les	images	ont	été	
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prises	en	utilisant	un	microscope	Leica	DM400	B	puis	analysées	à	l’aide	du	logiciel	Image	J.	L’étendue	

des	 lésions	d’athérosclérose	a	été	mesurée	à	partir	de	 la	quantification	des	aires	colorées	à	 l’huile	

rouge	et	exprimée	en	moyenne	de	l’aire	de	la	lésion	(en	μm2)	du	groupe	de	lames	analysées.		

	

2.2.3.	Transplantation	de	moelle	osseuse.	

Pour	induire	l’aplasie	de	la	moelle	osseuse	(MO),	des	souris	apoE-/-	et	des	souris	P2Y13
-/-/apoE-/-	âgées	

de	7	semaines	ont	été	exposées	1	jour	avant	la	transplantation	à	une	dose	d’irradiation	g	de	9	Gy	(2,8	

Gy/min,	BIOBEAM,	Gamma-Service	Medical	GmbH).	 Les	cellules	de	 la	MO	des	donneurs,	P2Y13
-/-	et	

P2Y13
-/-/apoE-/-	ont	été	isolées	en	effectuant	un	rinçage	avec	du	PBS	stérile	de	la	partie	intérieure	de	

leurs	 fémurs	et	 tibias.	Des	 suspensions	 cellulaires	ont	été	préparées	en	passant	 les	 cellules	par	un	

tamis	cellulaire	de	nylon	de	porosité	30	μm.	Après	comptage	cellulaire,	 les	cellules	ont	été	remises	

en	 suspension	dans	du	PBS	 stérile.	 Les	 souris	 receveuses	 irradiées	ont	 reçu	107	 cellules	de	MO	via	

une	 injection	 intraveineuse	 dans	 la	 veine	 orbitale,	 et	 4	 groupes	 ont	 été	 constitués	 :	 i)	 les	 souris	

receveuses	 apoE-/-	 transplantées	 avec	 la	MO	des	 souris	 apoE-/-	 (KO	 >	 KO),	 ii)	 les	 souris	 receveuses	

apoE-/-	transplantées	avec	la	MO	des	souris	P2Y13
-/-/apoE-/-	(dKO	>	KO),	iii)	les	souris	receveuses	P2Y13

-

/-/apoE-/-	transplantées	avec	la	MO	des	souris	P2Y13
-/-/apoE-/-	(dKO	>	dKO),	et	iv)	les	souris	receveuses	

P2Y13
-/-/apoE-/-	 transplantées	avec	 la	MO	des	souris	apoE-/-	 (KO	>	dKO).	Après	 la	transplantation,	 les	

souris	ont	reçu	du	régime	normolipidique	(CD,	chow	diet),	pendant	8	semaines	et	de	l’eau	contenant	

des	antibiotiques	(250	µL	de	Baytril	10%,	Bayer,	dilués	dans	250	mL	d’eau	avec	un	renouvellement	de	

l’eau	3	fois/semaine).	Les	souris	ont	ensuite	été	euthanasiées	et	les	cœurs	collectés	et	traités	comme	

décrit	dans	 la	 section	2.2.2,	pour	 l’analyse	de	 la	 taille	des	 lésions	d’athérosclérose.	 Le	 succès	de	 la	

transplantation	de	MO	a	été	confirmé	par	PCR.		

	

2.2.4.	Analyse	des	lipides	et	lipoprotéines	plasmatiques.	

Les	 souris	 ont	 été	mises	 à	 jeun	 pendant	 3h	 puis	 le	 sang	 (750	µL)	 a	 été	 collecté	 sur	 tube	 EDTA	 et	

centrifugé	 à	 4	 500	 rpm	pendant	 10	min	 à	 4°C	 afin	 de	 récupérer	 le	 plasma.	 Pour	 chaque	 souris,	 le	

cholestérol	 et	 les	 triglycérides	 plasmatiques	 ont	 été	 dosés	 par	 les	méthodes	 enzymatiques	 CHOD-

PAD	et	GPO-PAP,	respectivement	(Biolabo	SA,	Maizy,	France).	Le	contenu	en	cholestérol	dans	chaque	

classe	 de	 lipoprotéines	 a	 été	 mesuré	 consécutivement	 à	 une	 séparation	 des	 lipoprotéines	

plasmatiques	 par	 chromatographie	 de	 type	 FPLC	 (Fast	 Protein	 Liquid	 chromatography)	 sur	 un	

système	 Ultimate	 3000	 (Dionex,	 USA).	 Brièvement,	 10	 µL	 de	 plasma	 ont	 été	 injectés	 sur	 colonne	

Superose®	6	10/300	GL	 (GE	HealthCare,	Suède)	avec	comme	phase	mobile	une	solution	de	PBS	pH	

7,4	et	un	débit	de	0,5	mL	/	min	puis	le	cholestérol	total	a	été	dosé	dans	chacune	des	fractions	de	0,3	

mL	collectées	en	sortie	de	colonne.	
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2.2.5.	Analyse	de	l’expression	génique	hépatique	par	rt-qPCR.	

L’isolation	d'ARN	à	partir	du	foie,	la	reverse	transcription	et	la	PCR	quantitative	en	temps	réel	ont	été	

réalisées	par	les	méthodes	standards	(Serhan	et	al.,	2013).	Le	niveau	d’expression	d’ARNm	des	gènes	

cibles	 étudiés	 chez	 les	 souris	 P2Y13
-/-/apoE-/-	 a	 été	 calculé	 relativement	 au	 niveau	 d’expression	 du	

gène	de	ménage	RPS29	et	a	ensuite	été	normalisé	par	rapport	à	 leurs	niveaux	d’expression	relatifs	

chez	les	souris	apoE-/-	(8	souris	par	groupe).	

	

2.2.6.	Western	blot.	

Pour	 chaque	 souris,	 le	 foie	 a	 été	 homogénéisé	 en	 utilisant	 le	 kit	 de	 lyse	 pour	 Precellys	 (Bertin	

technologies)	dans	du	tampon	TNE	[Tris-HCl	 (50	mM),	NaCl	 (100	mM)	et	EDTA	(0,1	mM)	1%	NP40]	

contenant	 un	 coktail	 d'inhibiteurs	 de	 protéase	 (leupeptine,	 aprotinine	 et	 pepstatine	 A).	 La	

concentration	 protéique	 a	 été	 mesurée	 en	 utilisant	 la	 méthode	 de	 Bradford	 (Biorad).	 Des	

homogénats	 de	 foie	 (100	µg)	 ont	 été	 soumis	 à	 une	 électrophorèse	 en	 gel	 de	 polyacrylamide	 SDS	

(Sodium	 Dodecyl	 Sulfate)	 et	 en	 conditions	 réductrices	;	 les	 protéines	 ont	 été	 transférées	 sur	

membrane	de	PVDF	(Millipore)	puis	analysées	par	immunomarquage	selon	les	protocoles	standards.	

Nous	 avons	 utilisé	 un	 anticorps	 de	 lapin	 dirigé	 contre	 la	 protéine	 SR-BI	 de	 souris	 (clone	 EP1556Y,	

ab52629)	 provenant	 de	 Abcam	 et	 un	 anticorps	 de	 souris	 dirigé	 contre	 l'actine-b	 (clone	 AC-15,	

ab6276)	 provenant	 de	 Sigma.	 Après	 3	 lavages,	 les	 membranes	 ont	 été	 incubées	 une	 heure	 à	

température	ambiante	avec	les	anticorps	secondaires	anti-igG	de	lapin	couplés	à	la	HRP	(Horseradish	

peroxydase)	 (Promega,	W4018),	 ou	 anti-igG	 de	 souris	 couplés	 à	 la	 HRP	 (Promega,	W4028),	 selon	

l’espèce	où	 l’anticorps	primaire	a	été	produit.	 La	 révélation	a	été	effectuée	avec	 le	 réactif	 chimio-

luminescent	ECL	(sigma,	170-5060).	Le	signal	de	western	blot	a	été	détecté	à	l’aide	du	chemidoc	MP	

(Bio-RAD©)	et	la	quantification	a	été	réalisée	avec	le	logiciel	image	J.	

	

2.2.7.	Analyses	statistiques.	

Tous	 les	 résultats	 sont	 présentés	 sous	 la	 forme	 de	 moyenne	 ±	 SEM.	 Les	 comparaisons	 entre	 les	

groupes	ont	été	réalisées	en	utilisant	le	test	de	Mann-Whitney	pour	des	échantillons	indépendants.	

Les	valeurs	de	p<0,05	ont	été	considérées	comme	significatives.	Les	analyses	ont	été	réalisées	par	le	

logiciel	Graphpad	Prism	Software	version	6.		
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2.3.	Résultats.	
	

2.3.1.	 Augmentation	 du	 développement	 de	 l’athérosclérose	 chez	 les	 souris	 P2Y13
-/-/apoE-/-	 par	

rapport	aux	souris	apoE-/-.	

	 Nous	avons	évalué	l'effet	de	l'invalidation	de	P2Y13	sur	le	développement	de	l'athérosclérose	

chez	les	souris	apoE-/-,	à	l'âge	de	15	semaines.	

Par	 rapport	 aux	 souris	 apoE-/-,	 les	 souris	 P2Y13
-/-/apoE-/-	 montrent	 une	 augmentation	

significative	 des	 lésions	 d’athérosclérose,	 évaluées	 par	 la	 quantification	 des	 dépôts	 lipidiques	 au	

niveau	de	 la	 crosse	aortique	 (Figure	1A).	Ceci	 indique	que	 l'absence	du	 récepteur	P2Y13	 induit	une	

augmentation	des	lésions	lors	de	l'initiation	du	développement	de	l'athérosclérose.	

	Pour	 évaluer	 la	 contribution	du	 récepteur	 P2Y13	 exprimé	dans	 les	 cellules	 sanguines,	 nous	

avons	effectué	des	transplantations	de	moelle	osseuse	(MO).	Pour	cela,	après	irradiation	à	une	dose	

sublétale	 induisant	 une	 aplasie	 de	 la	 MO,	 les	 souris	 apoE-/-	 (KO)	 et	 P2Y13
-/-/apoE-/-	 (dKO)	 ont	 été	

transplantées	avec	de	 la	MO	provenant	de	 l'un	ou	 l'autre	de	ces	génotypes,	et	4	groupes	de	souris	

ont	été	constitués	:	

i)	les	souris	receveuses	apoE-/-	transplantées	avec	la	MO	des	souris	apoE-/-	(KO	>	KO),	

ii)	les	souris	receveuses	apoE-/-	transplantées	avec	la	MO	des	souris	P2Y13
-/-/apoE-/-	(dKO	>	KO),		

iii)	 les	 souris	 receveuses	 P2Y13
-/-/apoE-/-	 transplantées	 avec	 la	MO	des	 souris	 P2Y13

-/-/apoE-/-	 (dKO	>	

dKO),	et		

iv)	les	souris	receveuses	P2Y13
-/-/apoE-/-	transplantées	avec	la	MO	des	souris	apoE-/-	(KO	>	dKO).	

Le	développement	des	lésions	d'athérosclérose	a	ensuite	été	évalué	pour	chaque	groupe	de	

souris	à	 l'âge	de	15	semaines.	Nous	avons	observé	que	 les	souris	 receveuses	P2Y13
-/-/apoE-/-	 (souris	

dKO	>	dKO	et	KO	>	dKO),	présentaient	des	lésions	d'athérosclérose	plus	développées	que	les	souris	

receveuses	apoE-/-	(souris	KO	>	KO	et	dKO	>	KO)	(Figure	1B).	Ces	données	indiquent	que	l’absence	du	

récepteur	 P2Y13	 dans	 les	 cellules	 du	 système	 hématopoïétique	 n’est	 pas	 responsable	 du	

développement	plus	important	de	l’athérosclérose	observé	chez	les	souris	P2Y13
-/-/apoE-/-	par	rapport	

aux	souris	apoE-/-.	
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3.	ARTICLE	2	:	CONTRIBUTION	DES	RECEPTEURS	SR-BI	HEPATIQUE	ET	P2Y13	DANS	LE	

METABOLISME	 HEPATO-BILAIRE	 DU	 CHOLESTEROL	 ET	 LE	 DEVELOPPEMENT	 DE	

L’ATHEROSCLEROSE.		

	

RESUME.	

Objectif.	 La	 protection	 des	 Lipoprotéines	 de	 Haute	 Densité	 (HDL)	 contre	 l’athérosclérose	 est	

principalement	attribuée	à	leur	rôle	dans	le	Transport	Retour	du	Cholestérol	(RCT)	hépato-biliaire.	Le	

RCT	est	un	processus	par	lequel	le	cholestérol	excédentaire	des	tissus	périphériques	est	transporté	par	

les	 particules	 HDL	 vers	 le	 foie	 où	 il	 sera	 préférentiellement	 métabolisé	 et	 sécrété	 dans	 la	 bile.	 La	

captation	des	HDL	par	 le	 foie	 implique	deux	mécanismes	 indépendants	:	 l’endocytose	des	particules	

HDL	entières	(protéines	+	lipides)	via	une	voie	qui	dépend	du	récepteur	P2Y13	et	la	captation	sélective	

du	cholestérol	estérifié	des	HDL	via	le	scavenger	receptor	BI	(SR-BI).	Dans	cette	étude,	j'ai	caractérisé	

phénotypiquement	des	souris	invalidées	pour	ces	deux	récepteurs	essentiels	au	métabolisme	du	HDL.	

Matériel	et	méthodes.	Des	souris	invalidées	pour	P2Y13	(P2Y13-KO)
	ont	été	croisées	avec	des	souris	

invalidées	pour	SR-BI	hépatique	(SR-BI-KOfoie).	Le	phénotype	des	souris	doublement	invalidées	P2Y13	x	

SR-BIfoie	 dKO	 a	 été	 analysé	 au	 regard	 du	 métabolisme	 du	 HDL-Cholestérol	 (HDL-C)	 et	 du	

développement	de	l’athérosclérose.		

Résultats.	 Sous	 régime	 normolipidique,	 les	 souris	 dKO	 et	 SR-BI-KOfoie	 présentent	 une	

hypercholestérolémie	par	rapport	aux	souris	sauvages	et	P2Y13-KO,	avec	une	forte	augmentation	du	

HDL-C	 et	 LDL-C	 et	 des	 particules	 HDL	 anormalement	 larges.	 Les	 sécrétions	 biliaires	 et	 l’excrétion	

fécale	 en	 cholestérol	 sont	 altérées	 chez	 les	 souris	 dKO,	 mais	 pas	 chez	 les	 SR-BI-KOfoie.	 De	 façon	

surprenante,	 les	 souris	 P2Y13-KO	 montrent	 une	 diminution	 des	 sécrétions	 biliaires	 en	 cholestérol	

comparable	à	celle	observée	chez	 les	souris	dKO,	mais	présentent	une	augmentation	de	l’excrétion	

fécale	 de	 cholestérol,	 suggérant	 que	 l’invalidation	 du	 récepteur	 P2Y13	pourrait	 stimuler	 l’excrétion	

trans-intestinale	 du	 cholestérol	 (TICE)	 via	 un	 mécanisme	 dépendant	 de	 SR-BI.	 Finalement,	 sous	

régime	 hypercholestérolémique,	 les	 souris	 dKO	 présentent	 un	 phénotype	métabolique	 similaire	 à	

celui	observé	sous	régime	normolipidique,	avec	des	taux	de	 lipides	plasmatiques	 identiques	et	une	

excrétion	biliaire	et	fécale	en	cholestérol	diminuée	par	rapport	aux	souris	SR-BI-KOfoie,	se	traduisant	

par	un	développement	plus	important	de	l’athérosclérose.	Ainsi,	l’augmentation	du	développement	

de	 l’athérosclérose	observée	chez	 les	 souris	dKO	serait	principalement	attribuable	à	une	altération	

de	l’élimination	hépato-biliaire	du	cholestérol.	

Conclusion.	Ces	 résultats	 soutiennent	 le	 concept	 selon	 lequel	 le	 flux	 dynamique	 du	 cholestérol	

transporté	par	 les	HDL	des	 tissus	périphériques	au	 foie	pour	être	 sécrété	dans	 la	bile	 joue	un	 rôle	
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plus	 important	dans	 l’athéroprotection	que	 la	concentration	statique	en	HDL-C.	 Le	 récepteur	P2Y13	

protège	 contre	 l’athérosclérose,	 et	 pourrait	 être	 une	 nouvelle	 cible	 thérapeutique	 dans	 le	 RCT	

hépato-biliaire.	

	

3.1.	Introduction.	

L’action	protectrice	des	Lipoprotéines	de	Haute	Densité	 (HDL)	 contre	 le	développement	de	

l’athérosclérose	 est	 principalement	 attribuée	 à	 leur	 rôle	 dans	 le	 Transport	 Retour	 du	 Cholestérol	

(RCT).	 Le	 RCT	 est	 un	 processus	 par	 lequel	 le	 cholestérol	 est	 transporté	 par	 les	 HDL	 des	 tissus	

périphériques	 vers	 le	 foie	 où	 il	 sera	 préférentiellement	 sécrété	 dans	 la	 bile	 soit	 sous	 forme	 de	

cholestérol	 libre	 ou	 après	 transformation	 en	 acides	 biliaires.	 La	 captation	 hépatique	 des	 HDL,	 qui	

constitue	l’une	des	dernières	étapes	du	RCT,	implique	deux	voies	distinctes	:	la	captation	sélective	de	

leur	 contenu	en	 cholestérol	 estérifié	via	 le	 scavenger	 receptor	BI	 (SR-BI)	 et	 l’endocytose	de	 l’holo-

particule	HDL	(protéines	+	lipides)	via	la	voie	ecto-F1-ATPase/P2Y13.	A	ce	jour,	chacune	des	deux	voies	

a	été	étudiée	sur	différents	modèles	pré-cliniques.	

Concernant	la	captation	hépatique	du	HDL-CE	médiée	par	SR-BI,	T.	Huby	et	al.	ont	développé	

une	 lignée	 de	 souris	 invalidées	 pour	 SR-BI	 au	 niveau	 du	 foie	 en	 utilisant	 un	 système	 de	

recombinaison	 CreLox	 (SR-BIflox/flox/Alb-Cre,	 appelée	 ultérieurement	 SR-BI-KOfoie).	 Brièvement,	 cette	

lignée	a	été	obtenue	par	croisement	d’une	lignée	de	souris	dans	laquelle	des	sites	lox	ont	été	insérés	

autour	 de	 l’exon	 1	 du	 gène	 SCARB1	 (SR-BIflox/flox)	 avec	 des	 souris	 transgéniques	 Alb-Cre.	 De	 façon	

inattendue,	 les	auteurs	ont	observé	que	 la	 lignée	SR-BIflox/flox	est	hypomorphe	puisqu’elle	présente,	

par	rapport	à	SR-BI+/+,	une	diminution	de	l’expression	de	SR-BI	dans	d’autres	organes	que	le	foie.	Les	

souris	 SR-BI-KOfoie	 ont	 une	 hypercholestérolémie	 principalement	 attribuée	 à	 une	 augmentation	 du	

HDL-C	et	du	LDL-C	et	développent	des	plaques	d’athérosclérose	sous	régime	hypercholestérolémique	

(Huby	et	al.,	2006)	(El	Bouhassani	et	al.,	2011).	

	

En	parallèle,	différentes	études	menées	chez	la	souris	ont	évalué	le	rôle	physiologique	de	la	

voie	ecto-F1-ATPase/P2Y13	d’endocytose	des	HDL,	soit	en	activant	le	récepteur	P2Y13	ou,	inversement,	

en	l’invalidant.	Notamment,	l’administration	d’un	agoniste	spécifique	du	récepteur	P2Y13	à	des	souris	

sauvages	 (C57BL/6)	 augmente	 les	 concentrations	 biliaires	 en	 cholestérol	 et	 acides	 biliaires	 et	 son	

administration	 chronique	 à	 un	 modèle	 murin	 d’athérosclérose,	 les	 souris	 apoE-KO,	 réduit	

significativement	le	développement	des	lésions	d’athérosclérose	(Goffinet	et	al.,	2014).	Inversement,	

les	souris	invalidées	pour	le	récepteur	P2Y13	(P2Y13-KO,	fond	C57BL/6)	présentent	une	diminution	des	

sécrétions	 biliaires	 en	 cholestérol	 et	 phospholipides,	 accompagnée	 d’une	 diminution	 du	 RCT	 des	

macrophages	 vers	 les	 fèces	 (Fabre	 et	 al.,	 2010).	 Un	 régime	 hypercholestérolémique	 (1,25%	

cholestérol,	 6%	gras)	 accentue	 ce	phénotype	métabolique	 (Lichtenstein	et	al.,	 2013).	 L’invalidation	
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du	 récepteur	 P2Y13	 dans	 la	 lignée	 apoE-KO	 (P2Y13	 x	 apoE	 dKO)	 se	 traduit	 également	 par	 une	

diminution	 des	 sécrétions	 de	 lipides	 biliaires	 et	 du	 RCT	 des	 macrophages	 vers	 les	 fèces	 et	 ce	

phénotype	métabolique	est	associé	à	un	développement	précoce	de	l’athérosclérose	par	rapport	aux	

souris	 apoE-KO	 (cf.	 Article	 1	:	 (Lichtenstein	 et	 al.,	 2015)).	 De	 façon	 intéressante,	 l’expression	

hépatique	de	SR-BI	(ARNm	et	protéine)	se	trouve	significativement	augmentée	chez	les	souris	P2Y13	x	

apoE	 dKO,	 suggérant	 que	 l’invalidation	 du	 récepteur	 P2Y13	 pourrait	 être	 compensée	 par	 l’activité	

hépatique	du	récepteur	SR-BI.	Notamment,	cette	compensation	par	SR-BI	pourrait	expliquer	la	baisse	

inattendue	de	la	concentration	plasmatique	en	HDL-C	observée	chez	les	souris	P2Y13	x	apoE	dKO	mais	

resterait	cependant	insuffisante	pour	compenser	l’effet	délétère	de	l’invalidation	du	récepteur	P2Y13	

sur	 les	 sécrétions	 de	 lipides	 biliaires,	 le	 RCT	 et	 le	 développement	 d’athérosclérose	 (cf.	 Article	 1	:	

(Lichtenstein	et	al.,	2015)).	

L’hypothèse	qu’il	pourrait	y	avoir,	sous	certaines	conditions,	un	mécanisme	de	compensation	

entre	 les	 récepteurs	 P2Y13	 et	 SR-BI	 a	 constitué	 un	 élément	 important	 dans	 la	 conception	 de	 cette	

étude	ayant	pour	objectif	principal	d’étudier	la	contribution	respective	de	chacun	de	ces	2	récepteurs	

dans	le	métabolisme	du	HDL-C	et	le	développement	de	l’athérosclérose.	Pour	cela,	les	souris	P2Y13-

KO	ont	été	 croisées	avec	des	 souris	 invalidées	pour	 le	 récepteur	SR-BI	au	niveau	hépatique	 (SR-BI-

KOfoie)	afin	d’obtenir	des	souris	doublement	invalidées,	P2Y13	x	SR-BI
foie	dKO	(dKO).		

Dans	cette	étude,	 le	phénotype	des	souris	dKO,	nourries	avec	un	régime	normolipidique,	a	

été	 comparé	 à	 celui	 des	 souris	 sauvages	 (WT)	 et	 simplement	 invalidées	 pour	 P2Y13	 et	 pour	 SR-BI	

hépatique,	du	point	de	vue	des	lipides	plasmatiques	et	hépatiques	et	des	sécrétions	et	excrétions	de	

lipides	 biliaires	 et	 fécaux.	 Le	 développement	 de	 l’athérosclérose	 a	 ensuite	 été	 étudié	 sous	 régime	

hypercholestérolémique	(1,25%	cholestérol,	6%	gras)	chez	les	souris	dKO	et	SR-BI-KOfoie	uniquement,	

étant	 donné	 que	 ce	 régime	 a	 été	 précédemment	 décrit	 pour	 induire	 le	 développement	 de	

l’athérosclérose	chez	 les	souris	SR-BI-KOfoie	 (Huby	et	al.,	2006)	(El	Bouhassani	et	al.,	2011)	mais	pas	

chez	les	souris	WT	et	P2Y13-KO	(Lichtenstein	et	al.,	2013).	

	

3.2.	Matériel	et	méthodes.	
	

3.2.1.	Animaux	et	régimes.	

Quatre	modèles	de	souris,	tous	sous	fond	génétique	C57BL/6,	ont	été	utilisés	dans	cette	étude	:	 les	

souris	sauvages	(Wild	Type,	WT),	 les	souris	 invalidées	pour	 le	récepteur	P2Y13	 (P2Y13-KO),	 les	souris	

invalidées	 pour	 SR-BI	 hépatique	 (SR-BIflox/flox/Alb-Cre	 ou	 SR-BI-KOfoie)	 et	 les	 souris	 doublement	

invalidées	pour	P2Y13	et	SR-BI	hépatique	(P2Y13	x	SR-BI
foie	dKO).	Les	souris	sauvages	proviennent	de	

l’élevage	hétérozygote	P2Y13-KO.	
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Les	 souris	 P2Y13-KO	 (Fabre	 et	 al.,	 2010)	 ont	 été	 générées	 par	 recombinaison	 homologue	 en	

remplaçant	le	premier	exon	non	codant,	le	premier	intron	et	182	paires	de	base	du	deuxième	exon	

par	une	cassette	de	résistance	à	la	néomycine.	

Les	 souris	 SR-BI-KO
foie	 (Huby	 et	 al.,	 2006)	 ont	 été	 générées	 en	 utilisant	 le	 système	 Cre/lox.	

Brièvement,	2	sites	 loxP	ont	été	 insérés	par	recombinaison	homologue	autour	de	 l’exon	1	du	gène	

SCARB1,	ce	qui	a	permis	d’obtenir	une	lignée	de	souris	SR-BIflox/flox.	Ces	souris	ont	ensuite	été	croisées	

avec	 des	 souris	 exprimant	 la	 Cre	 recombinase	 sous	 le	 contrôle	 du	 promoteur	 de	 l’albumine	

spécifique	du	foie	(souris	Alb-Cre+).	Les	souris	SR-BI-KOfoie	ont	été	élevées	à	l’état	d’hémizygotie	pour	

le	transgène	Alb-Cre	(Alb-Cre+/-)	et	les	accouplements	ont	été	réalisés	entre	souris	Alb-Cre+/-	et	souris	

Alb-Cre-/-.	 Le	 génotypage	 des	 souris	 a	 été	 fait	 par	 Réaction	 de	 Polymérisation	 en	 Chaîne	 (PCR)	 en	

utilisant	des	amorces	spécifiques	au	site	LoxP	et	des	amorces	spécifiques	à	la	Cre	recombinase.	

Les	 souris	 doublement	 invalidées	 pour	 P2Y13	 et	 SR-BI	 hépatique	 (P2Y13	 x	 SR-BI
foie

	 dKO)	 ont	 été	

obtenues	 en	 croissant	 les	 souris	 P2Y13-KO	 avec	 les	 souris	 SR-BI-KO
foie.	 Les	 souris	 sont	 viables	 et	

fertiles	et	cet	élevage	a	été	maintenu	à	l’état	d’hémizygotie	pour	le	transgène	Alb-Cre	(Alb-Cre+/-).	

Les	 souris	ont	été	maintenues	dans	un	environnement	contrôlé,	avec	un	accès	 libre	à	 l’eau	et	à	 la	

nourriture.	Tous	les	élevages	ont	été	conservés	dans	la	même	pièce	au	sein	de	l'animalerie.	Pour	les	

analyses	sous	régime	normolipidique	(chow	diet,	CD,	#	R04-10,	SAFE,	Augy,	France),	les	souris	ont	été	

sacrifiées	à	 l’âge	de	8	semaines.	Pour	 les	études	sous	régime	hypercholestérolémique	(HCD,	Harlan	

TD	 96335,	 1,25%	 cholestérol,	 6%	 gras),	 les	 souris	 ont	 été	 nourries	 avec	 ce	 régime	 à	 l’âge	 de	 8	

semaines	 pendant	 20	 semaines.	Durant	 l’expérimentation	 animale,	 les	 souris	 ont	 été	 anesthésiées	

avec	une	injection	intrapéritonéale	d’hydrochloride	de	kétamine	(100	mg/kg)	et	d’hydrochloride	de	

xylazine	(15	mg/kg)	et	ont	été	sacrifiées	par	dislocation	cervicale.		

 

3.2.2.	Analyse	des	lipides	et	lipoprotéines	plasmatiques.	

Les	 souris	 ont	 été	mises	 à	 jeun	 pendant	 3h	 puis	 le	 sang	 (750	µL)	 a	 été	 collecté	 sur	 tube	 EDTA	 et	

centrifugé	 à	 4	 500	 rpm	pendant	 10	min	 à	 4°C	 afin	 de	 récupérer	 le	 plasma.	 Pour	 chaque	 souris,	 le	

cholestérol	 et	 les	 triglycérides	 plasmatiques	 ont	 été	 dosés	 par	 les	méthodes	 enzymatiques	 CHOD-

PAD	et	GPO-PAP,	respectivement	(Biolabo	SA,	Maizy,	France).	Le	contenu	en	cholestérol	dans	chaque	

classe	 de	 lipoprotéines	 a	 été	 mesuré	 consécutivement	 à	 une	 séparation	 des	 lipoprotéines	

plasmatiques	 par	 chromatographie	 de	 type	 FPLC	 (Fast	 Protein	 Liquid	 chromatography)	 sur	 un	

système	Âkta	(GE	HealthCare,	Suède).	Brièvement,	50	µL	de	plasma	provenant	d’un	pool	de	3	souris	

du	même	groupe	ont	été	 injectés	sur	colonne	Superose®	6	10/300	GL	(GE	HealthCare,	Suède)	avec	

comme	phase	mobile	une	solution	de	PBS	pH	7,4	et	un	débit	de	0,3	mL	/	min	puis	le	cholestérol	total	

a	été	dosé	dans	chacune	des	fractions	de	0,3	mL	collectées	en	sortie	de	colonne.		
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3.2.3.	Analyse	des	lipides	hépatiques.	

Des	échantillons	de	1	mg	foie	ont	été	homogénéisés	dans	du	méthanol	5mM/EGTA	(2	:1	v/v)	et	 les	

lipides	ont	été	extraits	selon	la	technique	de	Blight	&	Dyer	dans	du	dichlorométhane/méthanol/eau	

(2.5:2.5:2.1,	 v/v/v)	 en	 présence	 de	 standards	 internes	 (4	 µg	 de	 stigmastérol,	 4	 µg	 de	 cholestéryl	

heptadécanoate	et	8	µg	de	glycéryltriheptadécanoate).	Les	 lipides	neutres	ont	ensuite	été	analysés	

par	chromatographie	en	phase	gazeuse	 (FOCUS	Thermo	Electron).	Un	volume	de	1	µl	a	été	 injecté	

dans	une	colonne	capillaire	en	silice	fondue	Zebron-1	(5	m	x	0,32	mm	de	diamètre	interne,	0,50	mm	

d’épaisseur	du	film,	Phenomenex),	avec	pour	gaz	vecteur	de	l’hydrogène	à	0,5	bar,	des	températures	

de	 l’injecteur	 et	 du	 détecteur	 de	 315°C	 et	 345°C	 respectivement	 et	 une	 température	 du	 four	

programmée	pour	passer	de	200°C	à	350°C	à	raison	de	5°C	par	min. 

 

3.2.4.	Canulation	de	la	vésicule	biliaire	et	collecte	de	la	bile.	

A	 l’âge	 de	 8	 semaines,	 les	 souris	 ont	 été	mises	 à	 jeun	 pendant	 3h	 puis	 ont	 été	 anesthésiées	 par	

injection	 intrapéritonéale	 d’hydrochloride	 de	 kétamine	 (100	mg/kg)	 et	 d’hydrochloride	 de	 xylazine	

(15	mg/kg).	Après	ligature	du	canal	cholédoque,	la	vésicule	biliaire	a	été	canulée	avec	un	cathéter	en	

polyéthylène-10	(0.	11’’	x	0.24’’	x	0.0065’’)	et	 la	bile	a	été	collectée	30	min	après,	pendant	30	min.	

Pendant	toute	 la	durée	de	la	canulation,	 la	température	corporelle	a	été	maintenue	en	utilisant	un	

tapis	 chauffant.	 Le	 flux	 biliaire,	 exprimé	 en	 µL/min/100	 g	 de	 poids	 corporel,	 a	 été	 déterminé	

gravimétriquement	en	estimant	la	densité	biliaire	à	1	g/mL.	

 

3.2.5.	Analyses	des	lipides	biliaires.	

Pour	 l'analyse	du	 cholestérol	 biliaire,	une	 réaction	d'hydrolyse	du	 cholestérol	 esterifié	 suivie	d’une	

réaction	d’oxydation	du	cholestérol	est	réalisée.	Un	échantillon	de	bile	de	1	µL	a	été	dilué	avec	29	µL	

d’eau	milliQ	et	 a	 été	 incubé	avec	 le	 réactif	 de	 travail	 (100	mM	MOPS,	pH	8,	 0,25	mM	HVA;	0,1	%	

Triton	 X-100)	 pendant	 4	 min.	 Le	 mélange	 a	 ensuite	 été	 incubé	 avec	 un	 réactif	 de	 départ	 (0,1	 M	

MOPS,	pH	8,	0,06	U/mL	cholestérol	oxydase,	0,15	U/mL	cholestérol	estérase,	0,45	U/mL	Peroxydase,	

0,06	 mM	 Taurocholate)	 et	 la	 cinétique	 a	 été	 suivie	 pendant	45	 min,	 avec	 une	 longueur	 d’onde	

d’excitation	de	340/330	nm	et	d’émission	de	440/420	nm	(fluorescence	du	HVA	formé).	

Pour	 l'analyse	des	acides	biliaires,	une	réaction	de	déhydrogénisation	des	sels	biliaires	est	 réalisée.	

Un	échantillon	de	bile	de	1	µL	a	été	dilué	avec	99	µL	d’eau	milliQ	et	a	été	incubé	avec	le	réactif	de	

travail	 (6	mg	NAD,	0,5	M	tampon	Hydrazine	hydrate	0,05	M	Na-pyrophosphate)	pendant	4	min.	Le	

mélange	a	été	ensuite	incubé	avec	le	réactif	de	départ	(0,03M	Tris-EDTA;	0,3	U/mL	3a-OH	stéroïde	

déshydrogénase)	et	la	cinétique	a	été	suivie	pendant	30	min,	avec	une	longueur	d’onde	d’excitation	

de	340/330	nm	et	d’émission	de	440/420	nm	(fluorescence	du	NADH	formé).	
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Pour	 l'analyse	 des	 phospholipides	 biliaires,	 une	 hydrolyse	 de	 la	 phosphatydilcholine	 (PC)	 avec	 la	

phospholipase-D	 a	 été	 réalisée,	 en	 considérant	 que	 la	 concentration	 biliaire	 de	 PC	 reflète	 la	

concentration	biliaire	en	phospholipides.	Un	échantillon	de	bile	de	1	µL	a	été	dilué	avec	49	µL	d’eau	

milliQ	et	a	été	incubé	avec	le	réactif	de	travail	(100	mM	MOPS,	pH	8;	0,55	mM	HVA;	20	mM	CaCl2;	11	

U/mL	 Phospholipase-D;	 1,66	 U/mL	 Peroxydase;	 0,1%	 Triton	 X-100)	 pendant	 4	 min.	 Le	 mélange	 a	

ensuite	 été	 incubé	 avec	 le	 réactif	 de	 départ	 (1	 M	MOPS,	 pH	 8	;	 50	 U/mL	 Choline	 oxydase)	 et	 la	

cinétique	 a	 été	 suivie	 pendant	 67,5	 min,	 avec	 une	 longueur	 d’onde	 d'excitation	 de	 340/330	 et	

d'émission	de	440/40	(fluorescence	du	HVA	formé).		

 

3.2.6.	Analyses	de	l’excrétion	fécale	de	cholestérol	et	d’acides	biliaires.	

Les	fèces	ont	été	collectées	pendant	48h,	lyophilisées	puis	broyées.	Le	cholestérol	fécal	a	été	extrait	

des	 fèces	 et	 analysé	 en	 suivant	 le	 même	 protocole	 utilisé	 pour	 l’analyse	 des	 lipides	 hépatiques	

(paragraphe	3.2.3)	 et	 en	utilisant	 comme	échantillon	de	départ	 l’équivalent	 de	5	mg	de	 fèces.	 Les	

acides	biliaires	fécaux	ont	été	analysés	après	saponification	de	30	mg	de	fèces	dans	1	mL	de	NaOH	

0,2	mol/L	pendant	1h	à	60°C.	La	réaction	a	été	arrêtée	en	ajoutant	2	mL	d’eau	et	 le	mélange	a	été	

centrifugé	 à	 2	 500	 rpm	 pendant	 30	min.	 Le	 surnageant	 en	 présence	 de	 standards	 internes	 a	 été	

soumis	 à	 une	 extraction	 en	 phase	 solide	 (SPE)	 et	 finalement	 élué	 avec	 du	 méthanol.	 La	 solution	

obtenue	a	été	évaporée	sous	azote	et	reprise	dans	20	μL	de	méthanol	puis	5	μL	ont	été	analysés	par	

chromatographie	en	phase	liquide	couplée	à	la	spéctrométrie	de	masse	(LC-MS)	de	haute	resolution	

(Thermo	Exactive)	dans	une	colonne	C18.		

 

3.2.7-	Analyse	des	lésions	d’athérosclérose	au	niveau	du	sinus	aortique.	

L’évaluation	 du	 développement	 des	 lésions	 d’athérosclérose	 a	 été	 faite	 sous	 régime	

hypercholestérolémique	en	mesurant	les	dépôts	lipidiques	au	niveau	du	sinus	aortique.	

Brièvement,	 les	 cœurs	 ont	 été	 prélevés	 et	 placés	 dans	 du	 PBS	 à	 4°C	 pendant	 24h	 puis	 la	 partie	

supérieure	a	été	incluse	dans	un	gel	«	O.C.T	»	de	protection	des	tissus	(Tissue-Tek),	congelée	dans	un	

moule	 de	 cryostat	 puis	 conservée	 à	 -80°C.	 Pour	 chaque	 cœur,	 environ	 60	 coupes	 de	 10	 μm	

d’épaisseur,	ont	été	préparées	au	cryostat	et	récupérées	l’une	derrière	l’autre	sur	lames,	en	partant	

de	 la	 partie	 supérieure	 du	 ventricule	 gauche,	 où	 les	 valves	 aortiques	 commencent	 à	 être	 visibles,	

jusqu’à	une	position	de	l’aorte	où	les	 lames	valvulaires	commencent	à	disparaître	du	champ.	Après	

séchage	des	lames	pendant	2h,	les	coupes	ont	été	congelées	à	-80°C.	Chaque	5	coupes,	les	lipides	ont	

été	colorés	à	l’huile	rouge	(Oil	Red	O,	ORO)	et	les	noyaux	à	l’hématoxyline.	Les	images	ont	été	prises	

en	utilisant	un	microscope	Leica	DM400	B	puis	analysées	à	 l’aide	du	logiciel	 Image	J.	L’étendue	des	

lésions	d’athérosclérose	a	été	mesurée	à	partir	de	la	quantification	des	aires	colorées	à	l’huile	rouge	

et	exprimée	en	moyenne	de	l’aire	de	la	lésion	(en	μm2)	du	groupe	de	lames	analysées.	
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3.2.8.	Transplantation	de	moelle	osseuse.	

Pour	induire	l’aplasie	de	la	moelle	osseuse	(MO)	des	souris	males	SR-BI-KOfoie	et	P2Y13	x	SR-BI
foie	dKO	

âgées	de	7	semaines	ont	été	exposées	1	jour	avant	la	transplantation	à	une	dose	d’irradiation	g	de	9	

Gy	(2,8	Gy/min,	BIOBEAM,	Gamma-Service	Medical	GmbH).	Les	cellules	de	la	MO	des	donneurs	P2Y13	

x	SR-BIfoie	dKO,	ont	été	isolées	en	effectuant	un	rinçage	avec	du	PBS	stérile	de	la	partie	intérieure	de	

leurs	 fémurs	et	 tibias.	Des	 suspensions	 cellulaires	ont	été	préparées	en	passant	 les	 cellules	par	un	

tamis	cellulaire	de	nylon	de	porosité	30	μm.	Après	comptage	cellulaire,	 les	cellules	ont	été	remises	

en	 suspension	dans	du	PBS	 stérile.	 Les	 souris	 receveuses	 irradiées	ont	 reçu	107	 cellules	de	MO	via	

une	 injection	 intraveineuse	 dans	 la	 veine	 orbitale,	 et	 2	 groupes	 ont	 été	 constitués	 :	 i)	 les	 souris	

receveuses	SR-BI-KOfoie	transplantées	avec	la	MO	des	souris	P2Y13	x	SR-BI
foie	dKO	(dKO	>	SR-BI-KOfoie),	

ii)	les	souris	receveuses	P2Y13	x	SR-BI
foie	dKO	transplantées	avec	la	MO	de	souris	P2Y13	x	SR-BI

foie	dKO	

(dKO	>	dKO).	Après	la	transplantation,	les	souris	ont	reçu	du	régime	normolipidique	(CD,	chow	diet),	

pendant	 4	 semaines	 et	 de	 l’eau	 contenant	 des	 antibiotiques	 (250	 µL	 de	 Baytril	 10%,	 Bayer,	 dilués	

dans	250	mL	d’eau	avec	un	renouvellement	de	l’eau	3	fois/semaine).	A	la	suite	de	cette	période,	les	

souris	 ont	 été	 placées	 sous	 régime	 hypercholestérolémique	 (HCD,	 Harlan	 TD	 96335,	 1,25%	

cholestérol)	pendant	20	semaines.	Les	souris	ont	ensuite	été	euthanasiées	et	les	cœurs	collectés	et	

traités	comme	décrit	dans	la	section	3.2.7,	pour	l’analyse	de	la	taille	des	lésions	d’athérosclérose.	Le	

succès	de	la	transplantation	de	MO	a	été	confirmé	par	PCR.		

 

3.2.9.	Analyse	de	l’expression	génique	hépatique	par	rt-qPCR.	

L’isolation	d'ARN	à	partir	du	foie,	la	reverse	transcription	et	la	PCR	quantitative	en	temps	réel	ont	été	

réalisées	par	les	méthodes	standards	(Serhan	et	al.,	2013).	Le	niveau	d’expression	d’ARNm	des	gènes	

cibles	 étudiés	 chez	 les	 3	 lignées	 de	 souris	 transgéniques	 (P2Y13-KO,	 SR-BI-KO
foie	 et	 P2Y13	 x	 SR-BI

foie	

dKO)	a	été	calculé	relativement	au	niveau	d’expression	du	gène	de	ménage	RPS29	et	a	ensuite	été	

normalisé	par	rapport	à	leurs	niveaux	d’expression	relatifs	chez	les	souris	WT	(8	souris	par	groupe).	

 

3.2.10.	Analyses	statistiques.	

Tous	 les	 résultats	 sont	 présentés	 sous	 la	 forme	 de	 moyenne	 ±	 SEM.	 Les	 comparaisons	 entre	 les	

groupes	ont	été	réalisées	en	utilisant	le	test	de	Mann-Whitney	pour	des	échantillons	indépendants.	

Les	valeurs	de	p<0,05	ont	été	considérées	comme	significatives.	Les	analyses	ont	été	réalisées	par	le	

logiciel	Graphpad	Prism	Software	version	6.		
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3.3.	Résultats.	
	

3.3.1.	 Augmentation	 de	 la	 concentration	 plasmatique	 en	 cholestérol,	 associée	 à	 une	 baisse	 du	

contenu	 hépatique	 en	 cholestérol,	 chez	 les	 souris	 P2Y13	 x	 SR-BI
foie	 dKO	 par	 rapport	 aux	 souris	

sauvages.	

Aucun	défaut	de	développement	et	de	fertilité	n’a	été	observé	chez	les	souris	P2Y13	x	SR-BI
foie	

dKO.		

Comme	 observé	 précédemment	 (Huby	 et	 al.,	 2006)	 (Fabre	 et	 al.,	 2010),	 sous	 régime	

normolipidique	 (CD),	 les	 souris	SR-BI-KOfoie	présentent	une	 forte	augmentation	de	 la	 concentration	

plasmatique	en	cholestérol	total	par	rapport	aux	souris	WT	(199,3	±	5,0	mg/dL	vs.	95,3	±	3,9mg/dL)	

alors	qu’aucune	différence	n’est	observée	 chez	 les	 souris	P2Y13-KO	 (92,2	±	2,8	mg/dL)	 (Tableau	1).	

Une	 augmentation	 similaire	 de	 la	 concentration	 en	 cholestérol	 plasmatique	 est	 observée	 chez	 les	

souris	P2Y13	x	SR-BI
foie	dKO	(195,8	±	9,8	mg/dL)	(Tableau	1).	L’analyse	de	la	distribution	du	cholestérol	

dans	les	différentes	classes	de	lipoprotéines	montre	que	l’augmentation	du	cholestérol	plasmatique	

observée	chez	 les	souris	SR-BI-KOfoie	et	P2Y13	x	SR-BI
foie	dKO	est	attribuable	à	une	augmentation	du	

HDL-C	 et	 LDL-C,	 avec	 l’apparition	 de	 particules	 HDL	 anormalement	 larges	 (Figure	 1).	 Ces	 données	

indiquent	 que	 le	 phénotype	 plasmatique	 des	 souris	 P2Y13	 x	 SR-BI
foie	 dKO	 est	 principalement	

attribuable	à	l’invalidation	hépatique	de	SR-BI.	

La	 concentration	hépatique	en	 cholestérol	 estérifié	est	 significativement	diminuée	 chez	 les	

souris	P2Y13-KO,	SR-BI-KO
foie	et	dKO	par	rapport	aux	souris	sauvages	(WT)	alors	que	la	concentration	

en	 cholestérol	 libre	 est	 uniquement	 diminuée	 chez	 les	 souris	 P2Y13-KO.	 La	 concentration	 en	

triglycérides	reste	identique	chez	les	4	lignées	de	souris	(Tableau	1).	

	
	

 WT P2Y13-KO SR-BI-KO
foie

 P2Y13 x SR-BI
foie 

dKO 

Lipides plasmatiques (mg/dL)     

Cholestérol total 95,3 ± 3,9 92,2 ± 2,8 195,8 ± 9,8
a,b

 199,3 ± 5,0
a,b

 

     Triglycérides 73,8 ± 2,8 77,4 ± 5,5 76,1 ± 6,6 87,7 ± 5,0
a
 

     
Lipides hépatiques (nmol/mg)     

Cholestérol libre  7,13 ± 0,58 5,81 ± 0,35
a
 6,58 ± 0,53 6,96 ± 0,27

b
 

Cholesteryl ester 0,90 ± 0,07 0,63 ± 0,07
a
 0,72 ± 0,05

a
 0,70 ± 0,05

a
 

Triglycérides 2,49 ± 0,26 1,92 ± 0,23 1,58 ± 0,60 2,63 ± 0,57 

 
Tableau 1. Concentrations de lipides plasmatiques et hépatiques chez les souris contrôles 

(WT), P2Y13-KO, SR-BI
foie

-KO et P2Y13 x SR-BI
foie 

dKO avec un régime normolipidique. Les 

valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM; n ≥ 8 souris par groupe. 
a
 indique une différence 

significative (p<0,05) par rapport aux souris sauvages (WT). 
b
 indique une différence significative 

(p<0,05) par rapport aux souris P2Y13-KO. 
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cellules	 du	 système	 hématopoïétique	 n’est	 pas	 responsable	 du	 développement	 plus	 important	 de	

l’athérosclérose	observé	chez	les	souris	P2Y13	x	SR-BI
foie	dKO	par	rapport	aux	souris	SR-BI-KOfoie.	

Par	 conséquent	 j'ai	 voulu	 analyser	 si	 une	 altération	 du	 métabolisme	 hépato-biliaire	 du	

cholestérol	 pouvait	 être	 associée	 à	 cette	 augmentation	 du	 développement	 de	 l’athérosclérose.	

Comme	 observé	 plus	 haut	 sous	 régime	 normolipidique	 (Figure	 2),	 les	 souris	 dKO	 nourries	 sous	

régime	 hypercholestérolémique	 présentent	 une	 diminution	 du	 flux	 biliaire	 et	 de	 l’ensemble	 des	

sécrétions	 de	 lipides	 biliaires	 (i.e.	 cholestérol,	 acides	 biliaires	 et	 phospholipides)	 par	 rapport	 aux	

souris	SR-BI-KOfoie	alors	que	les	niveaux	de	lipides	plasmatiques	restent	inchangés	entre	les	2	lignées	

(Tableau	2).	En	accord	avec	une	altération	du	métabolisme	hépato-biliaire	du	cholestérol,	les	souris	

P2Y13	 x	 SR-BI
foie	dKO	présentent	également	une	diminution	 significative	de	 leur	excrétion	 fécale	en	

cholestérol	et	acides	biliaires	par	rapport	aux	souris	SR-BI-KOfoie	(Tableau	2).	
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 SR-BI-KO
foie

 
 

P2Y13 x SR-BI
foie 

dKO 

Lipides plasmatiques (mg/dL)   

Cholestérol total 266,0 ± 9,2 274,2 ± 12,4 

HDL-C 210,3 ± 7,2 211,5 ± 7,3 
Triglycérides 47,4 ± 3,4 52,3 ± 2,5 

   

Lipides biliaires   

Flux biliaire (µL/min/100g pc) 5,50 ± 0,3 4,51 ± 0,2
*
 

Sécrétion cholestérol (nmol/min/100g pc) 4,1 ± 0,5 2,4 ± 0,3
*
 

Sécrétion acides biliaires (nmol/min/100g pc) 190,5 ± 21,7 118,3 ± 10,3
*
 

Sécrétion Phospholipides (nmol/min/100g pc) 29,4 ± 1,8 17,0 ± 1,3
*
 

   

Lipides fécaux   

Cholestérol total (mg/g) 76,8 ± 3,5 62,3 ± 5
*
 

Acides biliaires totaux (mg/g) 
 

7,8 ± 0,5 5,7 ± 0,8
*
 

 
Tableau 2. Données de lipides plasmatiques, biliaires et fécaux chez les souris P2Y13 x SR-

BI
foie 

dKO and SR-BI-KO
foie 

sous régime hypercholestérolémique. Les valeurs sont 

exprimées en moyenne ± SEM; n ≥ 8 souris par groupe. 
*
 indique une différence significative 

(p<0,05) par rapport aux souris SR-BI-KO
foie

. 

	

	

3.4.	Discussion.	

	
Cette	étude	a	évalué	pour	la	première	fois,	via	un	modèle	invalidé	pour	le	récepteur	P2Y13	et	

pour	 le	 récepteur	 SR-BI	 au	 niveau	 hépatique,	 la	 contribution	 de	 chacun	 des	 2	 récepteurs	 dans	 le	

catabolisme	hépato-biliaire	du	cholestérol	et	le	développement	de	l’athérosclérose.	

Les	 souris	 P2Y13	 x	 SR-BI
foie	 dKO	 présentent	 un	 phénotype	 additif	 par	 rapport	 aux	 souris	

simplement	 invalidées	 pour	 l’un	 ou	 l’autre	 des	 récepteurs,	 avec	 une	 hypercholestérolémie	

caractérisée	 par	 une	 élévation	 des	 concentrations	 plasmatiques	 en	 HDL-C	 et	 LDL-C	 qui	 est	

strictement	attribuable	à	 l’invalidation	de	SR-BI	hépatique	et	une	altération	des	sécrétions	biliaires	

de	 lipides	 (cholestérol,	 acides	 biliaires	 et	 phospholipides),	 attribuable	 à	 l’invalidation	 du	 récepteur	

P2Y13.	Ce	phénotype	métabolique	est	accentué	sous	régime	riche	en	cholestérol	et	est	associé	à	une	

augmentation	 de	 la	 taille	 des	 lésions	 d’athérosclérose	 par	 rapport	 aux	 souris	 SR-BI-KOfoie,	

indépendamment	 de	 l’expression	 du	 récepteur	 P2Y13	 dans	 les	 cellules	 hématopoiétiques.	 Ces	

résultats	 indiquent	que	 lorsque	 le	récepteur	SR-BI	est	 invalidé,	 l’activité	du	récepteur	P2Y13	dans	 le	

catabolisme	hépato-biliaire	du	cholestérol	est	athéroprotectrice.	En	cohérence	avec	ces	résultats,	sur	

un	modèle	de	souris	hypercholestérolémiques	et	suceptibles	à	l’athérosclérose,	apoE-KO,	l’activation	

pharmacologique	 du	 récepteur	 P2Y13	 réduit	 significativement	 le	 développement	 des	 lésions	

d’athérosclérose	(Goffinet	et	al.,	2014)	alors	que	son	invalidation	sur	le	même	modèle	(P2Y13	x	apoE	

dKO)	est	associée	à	un	développement	précoce	de	 l’athérosclérose	par	rapport	aux	souris	apoE-KO	

(Lichtenstein	 et	 al.,	 2015).	 L’ensemble	 de	 ces	 données	 indique	 donc,	 qu’en	 situation	
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d’hypercholestérolémie	 chez	 la	 souris,	 l’activité	 du	 récepteur	 P2Y13	 dans	 le	 catabolisme	 hépato-

biliaire	du	cholestérol	est	athéroprotectrice.	

Le	 phénotype	 lipémique	 des	 souris	 SR-BI-KOfoie	 et	 P2Y13-KO	 est	 similiaire	 à	 celui	 rapporté	

dans	les	études	précédentes	(Huby	et	al.,	2006)	(El	Bouhassani	et	al.,	2011)	(Fabre	et	al.,	2010)	mais	

certains	paramètres	métaboliques	qui	n’avaient	jamais	été	mesurés	à	ce	jour	méritent	discussion.	

Ainsi,	 les	 souris	 SR-BI-KOfoie	 ont	 précédemment	 été	 décrites	 comme	 ayant	 une	

hypercholestérolémie	caractérisée	par	une	concentration	en	HDL-C	et	LDL-C	plus	élévée	que	chez	les	

souris	 sauvages,	 avec	 la	 présence	 de	 particules	 HDL	 plus	 larges	 et	 riches	 en	 apoE	 et	 une	

augmentation	 du	 	 ratio	 cholestérol	 libre/cholestérol	 total	 (Huby	 et	 al.,	 2006).	 Ce	 phénotype	 est	

attribuable	 au	 fait	 que	 le	 récepteur	 SR-BI	 lie	 les	 HDL	 mais	 également	 les	 LDL	 et	 VLDL	 et	 qu’il	

contribue,	 essentiellement	 au	 niveau	 hépatique,	 à	 la	 captation	 sélective	 du	 cholestérol	 estérifié	

contenu	dans	les	HDL	et	les	LDL	(Out	et	al.,	2005)	(Brundert	et	al.,	2005)	(Y	Ji	et	al.,	1999)	(Swarnakar	

et	 al.,	 1999).	 En	 relation	 avec	 cette	 fonction,	 une	 diminution	 de	 la	 concentration	 hépatique	 en	

cholestérol	estérifié	est	observée	chez	 les	 souris	SR-BI-KOfoie	par	 rapport	aux	souris	 sauvages.	Dans	

cette	 étude,	 nous	 observons	 pour	 la	 première	 fois	 que,	 contrairement	 aux	 souris	 totalement	

invalidées	pour	SR-BI	(Mardones	et	al.,	2001),	les	souris	SR-BI-KOfoie	ne	présentent	pas	de	diminution	

de	 leur	 sécrétion	 biliaire	 en	 cholestérol	 par	 rapport	 aux	 souris	 sauvages.	 En	 accord	 avec	 ce	

phénotype	 hépato-biliaire,	 l’excretion	 fécale	 en	 cholestérol	 n’est	 pas	 altérée	 chez	 les	 souris	 SR-BI-

KOfoie.	 Ainsi	 nos	 résultats,	 indiquent	 que,	 contrairement	 à	 toute	 attente,	 les	 activités	 extra-

hépatiques	 de	 SR-BI	 auraient	 un	 impact	 plus	 important	 sur	 le	 métabolisme	 hépato-biliaire	 du	

cholestérol	 que	 son	 activité	 hépatique	 dans	 la	 captation	 sélective	 du	 cholestérol	 des	 HDL.	

Notamment,	l’activité	extra-hépatique	de	SR-BI	dans	l’efflux	du	cholestérol	des	tissus	périphériques	

vers	les	HDL	(A.	Ji	et	al.,	2011)	pourrait	 jouer	un	rôle	majeur	dans	le	catabolisme	hépato-biliaire	du	

cholestérol,	alors	que	le	cholestérol	des	HDL	et	LDL	capté	par	SR-BI	hépatique	ne	serait	pas	adressé	

aux	voies	biliaires.	En	accord	avec	cette	hypothèse,	il	a	été	montré	qu’une	partie	du	cholestérol	capté	

par	 SR-BI	 au	 niveau	 du	 foie	 est	 resécrété	 via	 la	 production	 hépatique	 des	 VLDL	 (Wiersma	 et	 al.,	

2010).	

Contrairement	 aux	 souris	 SR-BI-KOfoie,	 les	 souris	 P2Y13-KO	 présentent,	 par	 rapport	 aux	 souris	

sauvages,	une	diminution	importante	des	sécrétions	de	l’ensemble	des	lipides	biliaires	(cholestérol,	

acides	biliaires	et	phospholipides)	sans	modification	des	concentrations	plasmatiques	en	cholestérol	

et	 triglycérides,	 ni	 du	 contenu	 en	 cholestérol	 dans	 les	 différentes	 classes	 de	 lipoprotéines.	 Ces	

résultats	sont	identiques	à	ceux	précedemment	obtenus	chez	les	souris	P2Y13-KO,	pour	lesquelles	il	a	

été	 observé	 un	 défaut	 d’endocytose	 des	 particules	 HDL	 associé	 à	 une	 altération	 du	 catabolisme	

hépato-biliaire	du	cholestérol	sans	modification	des	concentrations	plasmatiques	en	lipides	et	HDL-C	

(Fabre	et	al.,	2010).	Ces	données	indiquent	que	l’activité	du	récepteur	P2Y13	n’a	que	peu	d’influence	
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sur	la	concentration	statique	en	HDL-C,	mais	qu'elle	est	essentielle	au	catabolisme	hépato-biliaire	du	

cholestérol	 contenu	 dans	 les	 HDL	 (Fabre	 et	 al.,	 2010).	 Dans	 cette	 étude,	 nous	 montrons	 pour	 la	

première	fois	que	les	souris	P2Y13-KO	présentent,	par	rapport	aux	souris	sauvages,	une	diminution	de	

l’excrétion	 fécale	 en	 acides	 biliaires	 mais,	 de	 façon	 innatendue,	 une	 augmentation	 de	 l’excrétion	

fécale	 en	 cholestérol.	 Ce	 résultat,	 suggère	 qu’il	 existe	 chez	 les	 souris	 P2Y13-KO	 un	mécanisme	 de	

compensation	 de	 la	 baisse	 des	 sécrétions	 biliaires	 en	 cholestérol	 qui	 pourrait	 impliquer	 une	

diminution	de	 l’absorption	 intestinale	du	 cholestérol	 et/ou	une	augmentation	de	 l’excrétion	 trans-

intestinale	 du	 cholestérol	 (TICE).	 De	 façon	 intéressante,	 une	 compensation	 de	 la	 baisse	 des	

sécrétions	biliaires	en	cholestérol	par	une	augmentation	du	TICE	a	déjà	été	observée	chez	les	souris	

transgéniques	 exprimant	 au	 niveau	 du	 foie	 le	 transporteur	 NPC1L1.	 Les	 souris	 NPC1L1foieTg,	 en	

concordance	avec	l’activité	connue	de	NPC1L1	dans	le	rétro-transport	hépato-biliaire	du	cholestérol	

chez	 l’homme,	présentent	une	forte	diminution	de	 la	sécrétion	biliaire	en	cholestérol	mais	ont	une	

excretion	fécale	en	cholestérol	inchangée,	ce	qui	a	été	attribuée	à	une	augmentation	du	TICE,	faisant	

de	 ces	 souris	 un	modèle	 de	 stimulation	 chronique	 du	 TICE	 (Temel	 et	 al.,	 2010a)	 (Temel	&	 Brown,	

2010b)	(Temel	et	al.,	2007).		

La	 caractérisation	 du	 mécanisme	 de	 compensation	 responsable	 de	 l’augmentation	 de	

l’excrétion	 fécale	 en	 cholestérol	 chez	 les	 souris	 P2Y13-KO	 fera	 l’objet	 d’une	 autre	 étude,	 mais	

certaines	hypothèses	peuvent	cependant	être	émises.	Notamment,	les	souris	P2Y13	x	SR-BI
foie	dKO	et	

P2Y13	 x	 apoE	 dKO	 ne	 semblent	 pas	 soumises	 à	 ce	 mécanisme	 de	 compensation	 puisqu’elles	

présentent	 une	 baisse	 de	 l’excrétion	 fécale	 en	 cholestérol	 et	 acides	 biliaires	 par	 rapport	 à	 leurs	

contrôles	 respectifs,	 les	 souris	 SR-BI-KOfoie	 (Figure	 3	 et	 Tableau	 2)	 et	 apoE-KO	 (cf.	 Article	 1	:	

(Lichtenstein	 et	 al.,	 2015)).	 Ces	 données	 suggèrent	 que	 la	 mise	 en	 place	 d’un	 mécanisme	 de	

compensation	 par	 le	 TICE	 ou	 une	 absorption	 intestinale	 diminuée	 chez	 les	 souris	 P2Y13-KO	

nécessitent	 la	présence	ou	fonctionnalité	hépatique	de	SR-BI.	En	effet,	 il	a	été	rapporté	que	 l’apoE	

est	 essentielle	 à	 l’activité	 de	 SR-BI.	 	 Chez	 les	 souris	 apoE-KO,	 l’expression	 de	 SR-BI	 est	 augmentée	

mais	sa	fonctionnalité	diminuée,	ce	qui	se	traduit	par	une	captation	sélective	du	cholestérol	estérifié	

des	HDL	diminuée	par	rapport	aux	souris	WT	(Arai	et	al.,	1999b).	Chez	 les	souris	P2Y13	x	apoE	dKO,	

l’expression	hépatique	de	SR-BI	est	également	augmentée	(ARNm	et	protéine),	mais	elle	ne	suffit	pas	

à	 compenser	 les	 effets	 délétères	 de	 l’invalidation	 du	 récepteur	 P2Y13	 sur	 le	 catabolisme	 hépato-

biliaire	du	cholestérol	et	 le	dévelopement	de	 l’athérosclérose	(Lichtenstein	et	al.,	2015).	 Il	est	ainsi	

probable	que	SR-BI	soit	peu	fonctionnel	chez	les	souris	P2Y13	x	apoE	dKO.	

	 Bien	 que	 notre	 modèle	 de	 délétion	 hépatique	 de	 SR-BI	 soit	 hypomorphe,	 du	 fait	 que	 les	

souris	 SR-BI-KOfoie	 (SR-BIflox/flox/CreAlb)	 présentent	 une	 diminution	 extra-hépatique	 partielle	 de	

l’expression	de	 SR-BI,	 il	 est	peu	probable	que	SR-BI	 intestinal	 soit	 impliqué	dans	 ce	mécanisme	de	

compensation	puisqu’il	a	été	démontré	que	SR-BI	 intestinal	n’impacte	ni	 l’absorption	intestinale	du	
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cholestérol	ni	 le	TICE	 (Bura	et	al.,	2013).	Egalement,	 le	 fait	que	 l’excrétion	 fécale	en	cholestérol	ne	

soit	 pas	modifiée	 chez	 les	 souris	 SR-BI-KOfoie	 par	 rapport	 aux	 souris	WT	 (Figure	3)	 et	 que,	 chez	 les	

souris	SR-BI-KO,	le	TICE	est,	soit	non	modifié	(Vrins	et	al.,	2012),	soit	significativement	augmenté	(van	

der	Velde	et	al.,	2008),	 indique	que	 l’implication	de	SR-BI	dans	 le	mécanisme	de	compensation	mis	

en	évidence	chez	les	souris	P2Y13-KO	pourrait	être	indirecte.		

Il	 a	 été	 démontré	 que	 les	 VLDL	 fournissent	 préférentiellement	 le	 cholestérol	 pour	 le	 TICE.	

Ainsi,	 la	 réduction	 de	 la	 production	 hépatique	 des	 VLDL	 par	 l’inhibition	 de	 la	 MTP	 (Microsomal	

triglyceride	 transfer	protein)	 réduit	 significativement	 le	TICE	 (Marshall	et	al.,	2014b).	Le	 fait	qu’une	

partie	du	cholestérol	capté	par	SR-BI	au	niveau	du	 foie	soit	 resécrétée	via	 la	production	hépatique	

des	VLDL	(Wiersma	et	al.,	2010),	pourrait	donc	expliquer	un	TICE	augmenté	chez	les	souris	P2Y13-KO	

mais	pas	chez	les	souris	P2Y13	x	SR-BI
foie	dKO.	

Egalement,	nous	avons	observé	une	diminution	de	l’expression	génique	hépatique	de	ACAT2	

(acyl-coenzyme	A:	Cholesterol	Acyltransférase	2)	chez	les	souris	P2Y13-KO	par	rapport	aux	souris	WT	

(0,55	±	0,04	vs.	1	±	0,09,	p<0,05)	alors	que	l’expression	génique	reste	inchangée	chez	les	souris	SR-

BI-KOfoie	et	P2Y13	x	SR-BI
foie	dKO.	Une	baisse	de	l’activité	d’ACAT2,	enzyme	qui	assure	l’estérification	

du	cholestérol	au	niveau	du	foie,	a	été	décrite	comme	étant	associée	à	une	augmentation	du	TICE.	

Notamment,	 l’invalidation	 hépatique	 de	ACAT2	 chez	 la	 souris	 se	 traduit	 par	 une	 augmentation	 de	

l’excrétion	fécale	en	cholestérol	sans	modification	des	sécrétions	biliaires	en	cholestérol	(Marshall	et	

al.,	2014a).	Il	a	été	démontré	que	l’expression	transcriptionnelle	de	ACAT2	est	positivement	régulée	

par	 la	 charge	 en	 cholestérol	dans	 les	 hepatocytes	 (Pramfalk	 et	 al.,	 2007).	 La	 diminution	 de	ACAT2	

observée	 chez	 les	 souris	 P2Y13-KO	 pourrait	 donc	 résulter	 de	 la	 baisse	 du	 contenu	 hépatique	 en	

cholestérol	 libre	 et	 estérifié.	Cette	 diminution	 de	 l’expression	 hépatique	 de	 ACAT2	 chez	 les	 souris	

P2Y13-KO,	supporte	l’idée	d’une	compensation	par	la	voie	du	TICE.		

	

Ainsi,	l’invalidation	du	récepteur	P2Y13	contribue	au	développement	de	l’athérosclérose	dans	

les	 modèles	 P2Y13	 x	 apoE	 dKO	 et	 P2Y13	 x	 SR-BI
foie	 dKO,	 pour	 lesquels	 l’altération	 du	 catabolisme	

hépato-biliaire	 du	 cholestérol	 dépendante	 du	 récepteur	 P2Y13	 n’est	 pas	 compensée	 et	 est	

accompagnée	d’une	baisse	de	l’excrétion	fécale	en	cholestérol	et	acides	bilaires.	

En	 conclusion,	 l’ensemble	 des	 résultats	 de	 mon	 projet	 de	 thèse	 montre	 que	 la	 délétion	

hépatique	 de	 SR-BI	 contribue	 essentiellement	 à	 une	 augmentation	 des	 taux	 plasmatiques	 de	

cholestérol,	 et	 plus	 particulièrement	 HDL-C.	 La	 délétion	 de	 P2Y13,	 quant	 à	 elle,	 n’induit	 aucune	

variation	 des	 taux	 plasmatiques	 de	 lipoprotéines	mais	 contribue	 principalement	 à	 une	 diminution	

des	sécrétions	de	lipides	biliaires	qui	participe	au	développement	de	l’athérosclérose	chez	les	souris	

invalidées	 pour	 SR-BI	 hépatique.	 Ces	 résultats	 soutiennent	 le	 concept	 selon	 lequel	 le	 flux	 de	

cholestérol	 transporté	 par	 les	 HDL	 des	 tissus	 périphériques	 vers	 le	 foie	 et	 les	 voies	 de	 sécrétions	
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4.	Conclusion	générale.	

	
Dans	 l'Article	 1,	 nous	 avons	montré	 que	 l’invalidation	 de	 P2Y13	 dans	 le	modèle	murin	 pro-

athérogène	 apoE-KO	 induit	 une	 augmentation	 du	 développement	 d’athérosclérose	 associée	 à	 une	

diminution	 des	 sécrétions	 de	 lipides	 biliaires	 et	 du	 RCT	 des	 macrophages	 vers	 les	 fèces.	 L'étude	

correspondant	à	l'Article	2	a	permis	d'évaluer	la	contribution	respective	de	récepteurs	P2Y13	et	SR-BI	

hépatique	dans	le	métabolisme	du	HDL-C	et	le	développement	de	l’athérosclérose	via	un	modèle	de	

souris	doublement	invalidées	pour	le	récepteur	P2Y13	et	le	récepteur	SR-BI	au	niveau	hépatique.	Par	

rapport	aux	souris	sauvages,	les	souris	dKO	sous	régime	normolipidique,	montrent	une	augmentation	

du	 cholestérol	 plasmatique	 similaire	 à	 celle	 observée	 chez	 les	 souris	 SR-BI-KOfoie,	 principalement	

imputable	à	une	augmentation	du	HDL-C	et	du	LDL-C.	Les	souris	dKO,	mais	pas	les	souris	SR-BI-KOfoie,	

présentent	une	diminution	des	 sécrétions	de	 lipides	biliaires	 comparable	 à	 celle	observée	 chez	 les	

souris	P2Y13-KO.	Ce	phénotype	métabolique	observé	 chez	 les	 souris	dKO	est	accentué	 sous	 régime	

hypercholestérolémique	et	est	associé	à	une	augmentation	des	plaques	d’athérosclérose	par	rapport	

aux	souris	SR-BI-KOfoie,	confirmant	 le	rôle	protecteur	du	récepteur	P2Y13	dans	 le	développement	de	

l’athérosclérose,	 demontré	 dans	 le	modèle	murin	 pro-athérogène	 apoE-KO	 (Article	 1).	 Ces	 travaux	

montrent	donc	que	la	délétion	hépatique	de	SR-BI	contribue	essentiellement	à	une	augmentation	de	

la	 concentration	 plasmatique	 en	 cholestérol	 (HDL-C	 et	 LDL-C).	 La	 délétion	 de	 P2Y13,	 quant	 à	 elle,	

n’induit	 aucune	 variation	 des	 taux	 plasmatiques	 de	 lipoprotéines	mais	 contribue	 principalement	 à	

une	diminution	des	sécrétions	de	lipides	biliaires	qui	participe	au	développement	de	l’athérosclérose	

chez	les	souris	invalidées	pour	SR-BI	hépatique.	Ces	résultats	soutiennent	le	concept	selon	lequel	le	

flux	 de	 cholestérol	 transporté	 par	 les	 HDL	 des	 tissus	 périphériques	 vers	 le	 foie	 et	 les	 voies	 de	

sécrétions	biliaires	est	plus	important	dans	l’athéroprotection	que	la	concentration	statique	en	HDL-

C.		
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5.	Perspectives.	

	

5.1.	 Finalisation	de	 la	mise	 en	évidence	des	 contributions	 respectives	de	P2Y13	 et	

SR-BI	 hépatique	 dans	 le	 métabolisme	 du	 HDL-C	 et	 le	 développement	 de	

l’athérosclérose.	

Différentes	expériences	peuvent	être	envisagées	afin	de	mieux	comprendre	 la	contribution	

respective	des	récepteurs	P2Y13	et	SR-BI
	hépatique	dans	 le	métabolisme	des	HDL,	du	cholestérol	et	

dans	le	développement	des	lésions	d’athérome.		

	

5.1.1.	Analyse	de	l’expression	génique	hépatique	et	intestinale.	

Une	analyse	du	transcriptome	hépatique	et	intestinal	ciblant	un	grand	nombre	de	gènes	clés	

pouvant	expliquer	les	phénotypes	caractérisés	pourrait	être	effectuée	dans	les	4	groupes	de	souris.	

L’analyse	du	transcriptome	hépatique	détaillera	les	voies	de	synthèse	de	cholestérol	(SREPB2,	HMG-

CoA	reductase,	HMG-CoA	synthase),	de	synthèse	d’acides	biliaires	(cyp7a1,	cyp27a1	et	cyp8b1,…),	de	

transport	 de	 lipides	 biliaires	 (ABCB4,	 ABCG5/8,	 ABCB11),	 de	 la	 circulation	 entéro-hépatique	 des	

acides	 biliaires	 (OATPs,	 NTCP),	 de	 la	 synthèse	 de	 HDL	 (apoA-I,	 ABCG1,	 ABCA1)	 ;	 cette	 analyse	

permettra	 d’expliquer	 et	 interpréter	 les	 différents	 paramètres	 lipidiques	 observés.	 L’analyse	 du	

transcriptome	 intestinal,	détaillera	 les	voies	d’absorption	 intestinale	 (NPC1L1,	ABCA1,	ABCG5/8),	et	

donnera	accès	à	l’étude	des	gènes	ayant	été	associés	au	TICE	(LDLR,	PCSK9,	ABCG5/8,	ABCB1a/b)	et	

la	 circulation	 entéro-hépatique	 des	 acides	 biliaires	 (ASBT,	 IBABP,	 Ostα-Ostβ).	 Cette	 analyse	 de	

l’expression	 génique	 dans	 ces	 tissus	 nous	 permettra	 également	 de	 mieux	 comprendre	

l’augmentation	 de	 l’excrétion	 fécale	 de	 cholestérol	 observée	 chez	 les	 souris	 P2Y13-KO	 et	 d’évaluer	

l’hypothèse	que	le	TICE	soit	impliqué	dans	ce	mécanisme	de	compensation	(comme	cela	est	suggéré	

par	la	baisse	hépatique	d'ACAT2	observée	chez	ces	souris	par	rapport	aux	souris	sauvages).	

De	plus,	ces	analyses	nous	permettront	de	savoir	si	chez	les	souris	SR-BI-KOfoie,	 le	récepteur	

P2Y13	est	surexprimé	au	niveau	du	foie	et	contribue	à	l’absence	d’altération	des	sécrétions	biliaires	et	

d’excrétion	de	cholestérol,	ce	qui	induirait	un	développement	d’athérosclérose	moins	important	que	

celui	 observé	 chez	 les	 souris	 P2Y13	 x	 SR-BI
foie	 dKO.	 Cette	 hypothèse	 est	 soutenue	 par	 le	 concept	

suggéré	par	certaines	études,	d’un	possible	mécanisme	de	compensation	qui	pourrait	exister	entre	

les	récepteurs	P2Y13	et	SR-BI.	En	effet,	dans	l’Article	1	(Lichtenstein	et	al.,	2015),	nous	avons	vu	que	

chez	les	souris	P2Y13	x	apoE	dKO,	l’expression	hépatique	transcriptionnelle	et	protéique	de	SR-BI	était	

fortement	 augmentée	 par	 rapport	 aux	 souris	 apoE-KO,	 et	 que	 cette	 surexpression	 permettait	 une	

compensation	 partielle	 responsable	 de	 la	 baisse	 de	 HDL-C	 chez	 ces	 souris	 doublement	 invalidées,	

mais	 insuffisante	 pour	 contrer	 l’effet	 de	 l’invalidation	 de	 P2Y13	 sur	 le	 développement	 de	
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l’athérosclérose.	Une	autre	étude	a	démontré	que	des	 souris	doublement	 invalidées	pour	 SR-BI	 et	

ABCA1,	qui	est	le	transporteur	impliqué	dans	l’efflux	du	cholestérol	des	tissus	périphériques	et	dans	

la	 production	 hépatique	 des	 HDL,	 ne	 développent	 pas	 d’athérosclérose.	 Ces	 souris	 SR-BI	 x	 ABCA1	

dKO	ont	une	expression	hépatique	du	récepteur	P2Y13	augmentée	au	niveau	protéique	(Zhao	et	al.,	

2011).	

	

	5.1.2.	Evaluation	du	RCT	hépato-biliaire,	du	TICE	et	de	l’absorption	intestinale.	

Les	souris	P2Y13-KO	présentent	une	diminution	du	RCT	des	macrophages	vers	les	fèces,	sous	

régime	normolipidique	(Fabre	et	al.,	2010),	ainsi	que	sous	régime	hypercholestérolémique	(1,25%	de	

cholestérol)	 (Lichtenstein	et	al.,	2013).	Les	souris	SR-BI-KOfoie	présentent	également	une	diminution	

du	 RCT	 des	 macrophages	 vers	 les	 fèces	 sous	 régime	 normolipidique	 (El	 Bouhassani	 et	 al.,	 2011).	

Cependant,	dans	notre	étude,	nous	avons	observé	que	ces	souris	ne	présentent	pas	de	variations	des	

sécrétions	 de	 lipides	 biliaires,	 mais	 présentent	 une	 augmentation	 de	 l’excrétion	 fécale	 des	 acides	

biliaires.	 Il	 serait	 interessant	 d’évaluer	 le	 RCT	 des	 macrophages	 vers	 les	 fèces	 chez	 ces	 souris	 en	

utilisant	des	macrophages	chargés	en	cholestérol	radiomarqué,	issus	de	souris	C57BL/6,	et	récupérés	

au	niveau	du	péritoine	après	administration	de	 thioglycolate	 (Lichtenstein	et	al.,	2013),	et	non	pas	

des	macrophages	 issus	 de	 la	moelle	 osseuse	 (El	 Bouhassani	 et	 al.,	 2011),	 afin	 de	mieux	mimer	 les	

conditions	 d’inflammation	 dans	 les	 conditions	 de	 dyslipidémie	 et	 l’athérosclérose.	 Le	 RCT	 des	

macrophages	 vers	 les	 fèces	 chez	 les	 souris	 P2Y13	 x	 SR-BI
foie	 dKO	 sera	 également	 mesuré.	 En	

considérant	le	phénotype	métabolique	et	cardiovasculaire	de	ces	souris	dKO,	(i.e.	une	athérosclérose	

accrue	par	rapport	aux	souris	SR-BI-KOfoie	associée	à	une	altération	des	sécrétions	de	lipides	biliaires	

et	de	l’excrétion	fécale	de	cholestérol),	le	RCT	des	macrophages	vers	les	fèces,	devrait	être	diminué	

chez	ces	souris.		

De	 façon	 intéressante,	 nous	 avons	 rapporté	 dans	 l’Article	 2	 que	 les	 souris	 invalidées	 pour	

P2Y13	présentent	une	augmentation	de	l’excrétion	fécale	en	cholestérol,	malgré	une	diminution	des	

sécrétions	 de	 lipides	 biliaires	 (Fabre	 et	 al.,	 2010)	 (Lichtenstein	 et	 al.,	 2013).	 Ces	 résultats,	 déjà	

discutés	 dans	 l’article,	 suggèrent	 qu’il	 existe,	 chez	 ces	 souris	 un	mécanisme	 de	 compensation	 qui	

contrebalancerait	 la	 baisse	 de	 la	 sécrétion	 biliaire	 en	 cholestérol,	 et	 qui	 pourrait	 dépendre	 de	

l’activité	hépatique	de	SR-BI.	L’augmentation	de	l’excrétion	trans-intestinale	de	cholestérol,	TICE,	ou	

la	 diminution	 de	 l’absorption	 intestinale	 de	 cholestérol	 sont	 deux	 processus	 qui	 pourraient	 être	

impliqués	dans	cette	compensation.	

Ainsi,	le	TICE	mais	également	l’absorption	intestinale	du	cholestérol	pourraient	être	mesurés	

chez	les	souris	P2Y13-KO	afin	d’étudier	ces	deux	hypothèses.		
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La	 mesure	 de	 l’absorption	 intestinale	 du	 cholestérol	 pourra	 être	 faite	 par	 la	 «	fecal	 dual-

isotope	method	»,	méthode	qui	est	basée	sur	l'administration	d'une	dose	orale	unique	de	cholestérol	

radiomarqué	et	d'un	phytostérol	radiomarqué	à	l’aide	d’un	isotope	différent,	non	absorbé,	tel	que	le	

b-sitostérol	(Borgström,	1968)	(Wang	&	Carey,	2003).	

La	mesure	du	TICE	pourra	être	faite	selon	l'une	des	deux	méthodes	décrites	ci-dessous.		

La	première	méthode	consiste	à	injecter	en	intraveineux	via	 la	veine	caudale	du	cholestérol	

radiomarqué	(4-14C)	dilué	dans	de	l’Intralipide,	et	30	minutes	après,	à	faire	une	perfusion	de	l’intestin	

grêle	au	niveau	proximal,	médial	et	distal	avec	une	solution	de	Krebs	contenant	des	accepteurs	du	

cholestérol	tels	que	des	phospholipides	(le	TICE	ayant	une	dépendance	aux	phospholipides	similaire	

à	celle	de	la	sécrétion	de	cholestérol	dans	la	bile	(Temel	&	Brown,	2012)).	La	perfusion	de	l’intestin	

est	faite	en	plaçant	un	cathéter	au	début	de	la	section	à	étudier	de	l’intestin	pour	injecter	la	solution	

et	un	cathéter	à	 la	 fin	de	 la	section	pour	 la	collecte	de	 l’échantillon	à	analyser.	En	parallèle	à	cette	

perfusion	 intestinale,	 une	 canulation	 de	 la	 vésicule	 biliaire	 est	 pratiquée,	 en	 ligaturant	 le	 canal	

cholédoque	 pour	 court-circuiter	 la	 sécrétion	 du	 cholestérol	 biliaire	 dans	 la	 lumière	 intestinale.	 La	

mesure	du	cholestérol	contenu	dans	 les	échantillons	de	perfusâts	 intestinaux	rend	compte	du	TICE	

(van	der	Velde	et	al.,	2007).	

La	 deuxième	 méthode	 qui	 pourrait	 être	 utilisée	 pour	 la	 mesure	 du	 TICE	 consiste	 en	 une	

technique	élégante	qui	permet	d’avoir	accès	à	 la	détermination	des	différentes	sources	des	stérols	

neutres	fécaux	(van	der	Veen	et	al.,	2009).	Dans	cette	technique,	deux	types	de	cholestérol	marqués	

par	2	isotopes	stables	sont	administrés	en	aigu	:		

-	 une	 dose	 de	 cholestérol-D5	 (chol-D5)	 dissout	 dans	 un	 milieu	 huileux	 contenant	 des	

triglycérides,	administrée	par	voie	orale,	

-	 une	 dose	 de	 cholestérol-D7	 (chol-D7)	 dissout	 dans	 des	 intralipides,	 adressée	 par	 voie	

intraveineuse	et	du	[1-13C]acetate	administrée	en	chronique	(pendant	6h)	pour	calculer	 la	synthèse	

de	cholestérol.	

Des	prises	de	sang	et	des	collectes	de	fèces	sont	ensuite	réalisées	chaque	24h	pendant	une	

durée	de	8	jours.	Ainsi,	il	est	possible	d’accéder	aux	paramètres	suivants	:	

i)	 l'absorption	 intestinale	 de	 cholestérol	 alimentaire	(via	 la	 mesure	 à	 72h	 du	 début	 de	

l’expérience,	dans	le	sang,	du	ratio	entre	chol-D5	administré	par	voie	orale	et	chol-D7	administré	en	

intraveineux)	;	

ii)	 l'excrétion	 fécale	de	 cholestérol	 dérivé	 du	 sang	 (via	 la	mesure	du	2ème	au	5ème	 jour	 de	

l’expérience,	 du	 chol-D7	 administré	 en	 intraveineux,	 normalisée	 par	 rapport	 à	 la	 concentration	 de	

chol-D7	dans	le	sang)	;	
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iii)	 la	sécrétion	de	cholestérol	biliaire	dérivé	du	sang	(canulation	et	collecte	de	bile	pendant	

1h	 à	 24h	du	début	 de	 l’expérience	 suivie	 de	 la	mesure	 de	 chol-D7	dans	 la	 bile	 et	 dans	 le	 sang,	 le	

cholestérol	biliaire	non	radiomarqué	correspondant	au	cholestérol	biliaire	non	issu	du	sang)	;	

La	mesure	de	ces	paramètres	permet	d’accéder	aux	différentes	sources	des	stérols	neutres	

fécaux,	à	savoir	:		

i)	cholestérol	excrété	par	l’intestin	issu	du	sang	=	TICE	

ii)	cholestérol	nouvellement	synthétisé	et	excrété	par	l’intestin	

iii)	cholestérol	sécrété	par	les	voies	biliaires	(issu	du	sang	ou	nouvellement	synthétisé)		

iv)	cholestérol	d’origine	alimentaire	non	absorbé	par	l’intestin	

v)	cholestérol	excrété	dans	les	fèces	de	provenance	non	identifiée	(«	shedding	»).	

	

5.2.	 Récepteurs	 SR-BI	 et	 P2Y13	 comme	 cibles	 potentielles	 pour	 lutter	 contre	

l'athérosclérose.	

Nos	résultats	mettent	en	évidence	la	contribution	des	2	récepteurs	SR-BI	hépatique	et	P2Y13,	

dans	le	développement	de	l'athérosclérose	chez	la	souris.	La	délétion	hépatique	de	SR-BI	contribue	

essentiellement	à	une	augmentation	de	la	concentration	plasmatique	en	cholestérol	et	notamment	

en	 HDL-C	 et	 LDL-C	mais	 n'entraîne	 pas	 d'altération	 des	 sécrétions	 de	 lipides	 biliaires	 sous	 régime	

normolipidique.	Nous	pouvons	suggérer	comme	hypothèse	que	 le	développement	d'athérosclérose	

chez	 les	 souris	 SR-BI-KOfoie	 est	 atribuable	à	 l'augmentation	de	 cholestérol	plasmatique.	 L'activation	

de	 la	 voie	 SR-BI,	 par	 exemple	 par	 des	 agents	 pharmacologiques	 qui	 permettraient	 de	 réguler	

positivement	 la	 protéine	 adaptatrice	 de	 SR-BI,	 PDZK-1,	 pourrait	 permettre	 de	 diminuer	

l'hypercholestérolémie	et	contribuer	ainsi	à	une	diminution	du	risque	cardiovasculaire.		

Mes	 travaux	 de	 thèse	 ont	 également	 mis	 en	 évidence	 que	 la	 délétion	 de	 P2Y13,	 n’induit	

aucune	 variation	 des	 taux	 plasmatiques	 de	 lipoprotéines	 mais	 contribue	 majoritairement	 à	 une	

diminution	 des	 sécrétions	 de	 lipides	 biliaires	 qui	 participe	 au	 développement	 de	 l’athérosclérose	

chez	 les	 souris	 invalidées	 pour	 SR-BI	 hépatique.	 En	 accord	 avec	 ces	 résultats,	 dans	 des	 modèles	

précliniques,	 l'activation	 du	 récepteur	 P2Y13	 induit	 une	 augmentation	 des	 sécrétions	 de	 lipides	

biliaires	 associée	 à	 une	 diminution	 du	 développement	 de	 l'atherosclérose.	 En	 effet,	 l'activation	

pharmacologique	du	récepteur	P2Y13	a	été	évaluée	dans	des	modèles	animaux,	via	 l'administration	

de	 2	 molécules,	 le	 cangrelor	 et	 l'agoniste	 spécifique	 du	 récepteur	 P2Y13,	 CT1007900	 (Cerenis	

Therapeutics).	 L'administration	 de	 ces	 molécules	 chez	 la	 souris	 sauvage	 C57BL/6	 a	 induit	 une	

augmentation	 significative	 des	 sécrétions	 de	 lipides	 biliaires	 (Serhan	 et	 al.,	 2013)	 (Goffinet	 et	 al.,	

2014).	Le	cangrelor	étant	également	un	inhibiteur	du	récepteur	P2Y12	actuellement	utilisé	en	clinique	

comme	anti-thrombotique	(Gachet,	2008),	son	utilisation	n’est	pas	envisageable	dans	le	cadre	d’une	
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stimulation	du	RCT	en	thérapeutique.	Le	CT1007900,	quant	à	lui,	pourrait	être	envisagé	pour	cibler	le	

récepteur	P2Y13	 chez	 l'homme.	L'administration	de	cet	agoniste	a	 induit	une	diminution	de	 la	 taille	

des	plaques	d’athérome	dans	des	modèles	murins	pro-athérogènes,	 les	souris	apoE-KO	(Goffinet	et	

al.,	 2014).	 Chez	 le	 lapin,	 le	 CT1007900	 a	 induit	 des	 effets	 sur	 le	métabolisme	des	HDL	 similaires	 à	

ceux	 observés	 chez	 la	 souris	 et	 une	 diminution	 de	 l’épaisseur	 de	 la	 plaque	 d’athérome	 de	 30%	

(Barbaras	et	al.,	2012).	L’agoniste	du	récepteur	P2Y13,	CT1007900,	montre	des	résultats	prometteurs	

dans	 ces	 premières	 études	 précliniques.	 Le	 récepteur	 P2Y13	 pourrait	 donc	 être	 une	 nouvelle	 cible	

thérapeutique	prometteuse	pour	promouvoir	 le	RCT	hépato-biliaire	dans	 le	cadre	d’une	prévention	

de	l’athérosclérose.	
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ABSTRACT	

	

Respective	contribution	of	P2Y13	and	SR-BI	receptors	in	HDL-C	

metabolism	and	atherosclerosis	development.	

	

The	atheroprotective	effect	of	High	Density	Lipoproteins	(HDL)	is	mostly	attributed	to	

their	 central	 role	 in	 reverse	 cholesterol	 transport,	 a	process	whereby	excess	 cholesterol	 is	

taken	up	from	peripheral	cells	to	be	delivered	to	the	liver	where	it	is	secreted	into	the	bile.	

Two	independent	pathways	have	been	identified	as	being	involved	in	the	hepatic	HDL	uptake.	

The	first	one	involves	the	ecto-F1-ATPase/P2Y13	pathway.	Briefly,	apoA-I	binds	to	an	ecto-F1-

ATPase	 expressed	 at	 the	 surface	 of	 the	 hepatocyte	 and	 stimulates	 HDL	 endocytosis.	 The	

second	pathway	involves	the	SR-BI	receptor	which	mediates	selective	HDL-cholesteryl	ester	

uptake	by	the	liver.	

In	 this	 work,	 we	 have	 demonstrated	 that	 hepatic	 extinction	 of	 SR-BI	 essentially	

contributes	 to	 an	 increase	 of	 HDL-C	 levels	 while	 P2Y13	 extinction	mainly	 contributes	 to	 a	

decrease	 of	 hepato-biliary	 cholesterol	 secretions	 which	 translates	 into	 an	 increased	

atherosclerosis	development,	on	top	of	SR-BI	hepatic	extinction.	
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Contribution	respective	des	récepteurs	P2Y13	et	SR-BI	dans	le	métabolisme	du	

HDL-C	et	le	développement	de	l’athérosclérose	

	

	
Le	rôle	athéroprotecteur	des	Lipoprotéines	de	Haute	Densité	(HDL)	est	principalement	

attribué	à	sa	fonction	dans	le	transport	retour	du	cholestérol	des	cellules	périphériques	vers	

le	foie	où	il	est	éliminé	via	les	voies	biliaires.	Au	niveau	du	foie,	deux	voies	ont	été	impliquées	

dans	la	captation	des	HDL.	La	première,	concerne	la	voie	ecto-F1-ATPase/P2Y13	dans	laquelle	

l'apolipoprotéine	A-I	se	lie	sur	une	ecto-F1-ATPase	de	surface	qui	stimule	le	récepteur	P2Y13	

puis	 l'endocytose	 des	 HDL.	 La	 deuxième,	 concerne	 le	 récepteur	 SR-BI,	 responsable	 de	 la	

captation	sélective	du	cholestérol	estérifié	des	HDL.		

Ces	 travaux	 nous	 ont	 permis	 de	 montrer	 que	 l’invalidation	 hépatique	 de	 SR-BI	

contribue	 essentiellement	 aux	 concentrations	 plasmatiques	 de	 HDL-Cholestérol	 alors	 que	

l’invalidation	 de	 P2Y13	 contribue	 essentiellement	 aux	 sécrétions	 hépato-biliaires	 de	

cholestérol	et	agit	de	façon	importante	sur	le	développement	de	la	plaque	d’athérosclérose	

chez	les	souris	invalidées	pour	SR-BI	hépatique.		
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