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Résumé francais

Résumé francais

L’allergie est une pathologie inflammatoire chronique classée en quatrieme position
en termes de morbidité. Il a été estimé que 50% de la population pourrait étre
atteinte d’'une allergie d’ici 25 ans. L’allergie se développe selon deux phases : la
sensibilisation et le déclenchement. La sensibilisation est une étape
asymptomatique. Au cours de cette étape, les médiateurs anti-inflammatoires seront
inhibés, laissant place a l'installation d’'une inflammation spécifique de I'allergéne.
Lors d’un futur contact avec celui-ci, une réponse inflammatoire exacerbée se mettra
en place et ménera a la survenue des symptdbmes. Plusieurs stratégies
thérapeutiques sont proposées mais ne sont pas toujours suffisamment efficaces
pour tous les sujets. Les enjeux actuels visent a mieux comprendre les mécanismes
de l'allergie afin d’identifier des biomarqueurs et développer de nouvelles approches
thérapeutiques.

Nous avons étudié I'effet de PCSK9, un régulateur du récepteur au LDL-c (LDLR),
récemment décrit comme un modulateur de la réaction immunitaire. Nos travaux ont
démontré que la déficience et/ou I'inhibition pharmacologique de PCSK9 conféere une
protection face a la survenue des symptomes induits par l'allergie alimentaire.
PCSKS9 exercerait son action pro-allergiques au cours du déclenchement. Enfin, cet
effet ne serait pas dépendant du LDLR. Les mécanismes d’action restent a étre
pleinement caractérisés mais impliqueraient un effet sur la maturation des cellules
dendritiques, la prolifération des lymphocytes Th2 et Th17 et la dégranulation des
basophiles /mastocytes. Ainsi, nos découvertes ouvrent la perspective de tester

l'impact bénéfique des inhibiteurs de PCSK9 chez le patient allergique.

Mots clés : PCSK9, LDLR, anticorps monoclonaux, allergie, basophiles
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Abstract

Abstract

Allergy, an immune complex disorder, is classified as the fourth chronic pathology. It
was estimated that fifty percent of the general population will suffer from allergy in
2050. This pathology occurs in two steps: the sensitization and the elicitation. The
sensitization is an asymptomatic phase. During this step, the immune system inhibits
anti-inflammatory mediators and induces an allergen-specific immune response. With
another contact with the same allergen, an exacerbate allergen-specific immune
response occurs leading to symptoms appearance. Currently, it is recommended to
limit the contact with the allergen. Immunotherapy allows the occurrence of immune
tolerance but is not develop for every allergen. It is important to better understand
allergy mechanisms to identify new biomarkers and propose new therapeutic
approaches.

In this context, we studied the effect of PCSK9, a natural regulator of the LDL
receptor (LDLR). Recently, PCSK9 was supposed to modulated immune reaction.
We show that PCSK9 deficiency and/or inhibition is protective against allergy
symptoms appearance. PCSK9 could exercise a proallergic role during the elicitation.
This effect was supposed to be independent of the LDLR. The mechanisms of action
remain to be fully characterized but involved an effect on the maturation of dendritic
cells, the proliferation of Th2 and Th17 cells, and the degranulation of basophils/mast
cells. Thus, our findings open the prospect of testing beneficial impact of PCSK9

inhibitors in allergic patients.

Keywords : PCSK9, LDLR, monoclonal antibodies, allergy, basophil
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Partie 1 : Introduction

Partie | : Introduction

Chapitre 1 : PCSK9, un régulateur du métabolisme du
cholestérol

I- La Proprotéine Convertase Subtilisine Kexine de type 9

1- Découverte
En 2003, la proprotéine convertase subtilisine kexine de type 9, PCSK9, a été
identifiée grace au partenariat entre une équipe canadienne dirigée par Nabil Seidah
et une équipe francaise dirigée par Catherine Boileau. L’équipe canadienne est
spécialisée dans I'étude des proprotéines convertases. L’équipe frangaise quant a
elle, s’intéresse a la génétique des patients atteints d’hypercholestérolémie familiale
(cf chapitre 1, 1 2).
A l'origine, Nabil Seidah et ses collégues ont identifié une nouvelle convertase par
clonage au sein d’'une culture primaire de neurones (1). L’'expression de celle-ci se
trouvait augmentée lorsque I'apoptose de ces neurones était induite par une privation
de sérum (1). C'est pour cette raison que cette convertase a été initialement
nommeée neural apoptosis-regulated convertase 1 (NARC-1). Les premiéres
informations obtenues sur NARC-1 ont été son expression (foie, testicules et rein) et
sa localisation chromosomique. En effet, elle se localiserait au niveau du
chromosome 1, proche du locus 1p34.1p32 (1). L’analyse complémentaire du Dr.
Seidah en 2003 a permis de préciser les connaissances sur cette nouvelle
convertase.
Selon cette étude, NARC-1 se compose d’un peptide signal, d’'un pro-segment, d’'un

domaine catalytique, d’'un domaine P et d’'un domaine C terminal (figure 1) (1). Le
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domaine P contient un site de N-glycosylation (1). Le domaine catalytique de NARC-
1 est composé d’une triade caractérisée par une asparagine en position 186, une
histidine en position 226 et une serine a la position 386 (1). De plus, son site actif est
composé de trois acides aminés (aa) (aspartate en position 186, X pouvant étre
n'importe quel aa, sérine en position 188). Selon cette étude, le domaine catalytique

partagerait 91% et 92% d’identité avec le domaine issu de souris et de rat (1).

Asp His Ser Sitede.
186 226 386 N-glycosylation

| 4 |

Pe.ptlde Prodomaine Domaine catalytique Domaine P Domal_ne
signal C terminal

Figure 1 : Description de la structure protéique de NARC-1 en 2003

NARC-1 est d’abord synthétisée comme un zymogéne de 72 kDa, la pro-NARC-1
(1). Puis, elle serait clivée par un processus autocatalytique au niveau de son
prodomaine qui resterait associé a cette protéine de 65 kDa et qui serait ensuite
sécrétée (1). Par la suite, d’autres études se sont intéressées a la structure protéique
de NARC-1 (cf partie | 3).

Cette étude pionniere a ensuite apporté des précisions quant a I'expression de
NARC-1 au cours du développement embryonnaire et de la période post-partum. Au
cours de I'embryogenése, I'expression de cette convertase aurait été détectée au
niveau du foie, de la peau, du cortex rénal, de I'intestin gréle et du cervelet (1). Elle
aurait une expression transitoire au niveau du télencéphale et atteindrait un pic au
12°¢ jour de 'embryogenése (1). Selon les auteurs, la colocalisation de NARC-1 avec
'albumine ferait du foie son site d’expression majeur. Apres la naissance, NARC-1
serait exprimée au niveau du cervelet et du pédoncule olfactif. De plus, son
expression au niveau du cortex rénal disparaitrait vers le 12° jour de vie pour

apparaitre au niveau de la médullaire rénale (1). Les auteurs ont également vérifié
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'expression de cette protéine dans 21 lignées cellulaires humaines. lls auraient mis
en évidence une expression importante de celle-ci dans des cellules neuronales,
hépatiques, coliques, pancréatiques et les cellules de Schwann (1). Elle aurait été
détectée de facon moins importante dans des cellules rénales, des cellules
hypophysaires, des adipocytes, des cellules de la médullosurrénale, des fibroblastes
et des cellules ovariennes (1). Chez le rat, une expression de NARC-1 aurait été
déterminée au niveau du foie, de l'iléum, du jéjunum, du rein, des poumons, de la
rate et du thymus (1).

Les auteurs se sont également intéressés aux rbles possibles de NARC-1. Apres
une hépatectomie partielle effectuée in vivo, une surexpression de NARC-1 aurait
été détectée au niveau hépatique. Selon cette étude, cette protéine serait impliquée
dans la prolifération hépatique (1). Ensuite, I'effet d’'une surexpression de NARC-1
dans une culture primaire de progéniteurs neuronaux a été vérifié. Cela aurait eu
pour conséquence d’augmenter le nombre de neurones en situation post-mitotique et
de diminuer le nombre de cellules indifférenciées. Selon les auteurs, NARC-1
favoriserait la neurogéneése (1).

Dans le méme temps, une équipe frangaise travaillant sur les causes génétiques de
I'hypercholestérolémie familiale (HF) venait d’identifier un troisieme locus associé a
cette pathologie qui se situait en position 1p34.1p32 (Abifadel et al., 2003). Les
auteurs ont pu remarquer que ce locus contenait le géne codant pour NARC-1,
précédemment décrit par Nabil Seidah (1). Le gene de NARC-1 est composé de 12
exons et code pour une protéine de 692 aa (2). Au sein d’'une premiere famille
atteinte d’'HF, la substitution d’'une thymine en adénine au niveau de I'exon 2 entraine
la conversion d’'une sérine en arginine a la position 127 (S127R) (2). Dans une

seconde famille, une substitution d’une thymine en cytosine a été identifiée en
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position 890 qui remplace la phénylalanine 216 en leucine (F216L) (2). Cette
publication parue 2003 est la premiere démonstration que le gene NARC-1, ensuite
nommé PCSKO9, est la troisiéme cause génétique de I'HF (2).

2- L’hypercholestérolémie familiale

a. Prévalence et étiologie
L’hypercholestérolémie familiale est une pathologie héréditaire a transmission
autosomique dominante qui toucherait entre 14 et 34 millions de personnes dans le
monde (5). Cette maladie peut se trouver a I'état homozygote ou hétérozygote. La
forme hétérozygote a une prévalence de 1:313 alors que la forme homozygote
semble étre plus rare (5,6). prévalence serait comprise entre 1:160 000 et 1:300 000
(5,6). Selon la zone géographique, la prévalence de cette pathologie est susceptible
d’évoluer. Selon une méta-analyse, la prévalence de I'HF serait de 0,19% en Asie,
de 0,32% en Europe et en Amérique du Nord et de 0,58% en Russie (5).

b. Meéthodes de diagnostic
Le diagnostic de I'HF reste difficile pour le praticien en raison de signes cliniques
silencieux voire asymptomatiques (7). On estime que 90% des sujets atteints d’'une
HF ne seraient pas diagnostiqués (7). Comme son nom l'indique, cette pathologie se
caractérise par une élévation importante de la cholestérolémie, notamment la
concentration de Low Density Lipoprotein (LDL-cholestérol ou LDL-c) (8). A I'état
hétérozygote, les concentrations plasmatiques de LDL-c sont généralement entre 1,9
et 6 g/L (9). Le phénotype serait plus sévere a I'état homozygote ou la concentration
de LDL-c serait entre 3 et 12 g/L (9). Non traitée ou non diagnostiquée, 'HF conduit
au développement prématuré de l'athérosclérose et de maladies cardiovasculaires
(MCV) (8). Les MCV regroupent un ensemble de troubles affectant le coeur et les

vaisseaux sanguins tels que : l'infarctus du myocarde, I'accident vasculaire cérébral
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(AVC) et les artériopathies périphériques. Les MCV représentent la premiere cause
de mortalité au monde selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Selon les
estimations, une HF non traitée augmenterait de 10 a 20 fois le risque de développer
une MCV (8). Les patients porteurs d’'une HF a I'état homozygote développeraient
une MCV de fagon précoce, vers I'age de 20 ans (10).

Avant de réaliser le diagnostic de I'HF, il est recommandé de mesurer plusieurs fois
les parametres lipidiques qui peuvent évoluer selon I'alimentation ou des pathologies
('hypothyroidie ou l'insuffisance rénale) (10). Les praticiens peuvent également noter
'apparition de lésions cutanées jaunatres appelées xanthomes. Cependant, cette
caractéristique ne se présente pas chez tous les patients (10). Afin de diagnostiquer
au mieux une HF, trois programmes ont été développés. Il s’agit du programme US
MedPed (Make Early Diagnosis To Prevent Early Death), du programme Simon
Broome et des critéres du Dutch Lipid Clinic (10).

Le systeme MedPed se base sur I'age et la cholestérolémie totale du sujet mais ne
prend pas en considération les signes cliniques tels que les xanthomes ou les
mutations génétiques (10). Le programme de diagnostic Simon Broome inclut
différents parametres tels que : la cholestérolémie totale et la concentration de LDL-
c, la présence ou non de xanthomes, les mutations dans les génes cibles de I'HF et
les antécédents familiaux d’hypercholestérolémie et/ou de MCV (11). Selon ce
programme, une analyse génétique est suffisante pour le diagnostic de I'HF. En
revanche, le programme du Dutch Lipid Clinic Network demande une mesure
supplémentaire telle qu’'une cholestérolémie élevée (10). Ce programme établit des
scores en fonction de différents criteres listés dans le tableau I. Un sujet avec un

score inférieur a 3 n’est pas considéré comme atteint d’HF. Cependant, si le score du
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patient se trouve entre 3 et 5, I'HF est possible. Un score entre 6 et 8 indique une HF
probable et un score supérieur a 8 confirme le diagnostic d’'une HF (11).

Tableau | : Critéres de diagnostic du Dutch Lipid Clinic Network

Catégorie Criteres Score

Antécédents Parent de premier degré avec une maladie coronarienne ou vasculaire 1
familiaux prématurée (avant 55 ans chez ’lhomme et avant 60 ans chez la femme)

Parent de premier degré avec une concentration de LDL-c élevée

Parent de premier degré avec un xanthome ou un arcus cornéen

Un enfant avec une concentration de LDL-c élevée

NN

Antécédents Présence d’'une maladie coronarienne prématurée (avant 55 ans chez
personnels I’lhomme et avant 60 ans chez la femme)

Présence d’'une maladie vasculaire cérébrale ou périphérique 1
prématurée (avant 55 ans chez I’homme et avant 60 ans chez la femme)

Examen clinique  Présence de xanthomes 6

Développement d’un arcus cornéen avant I'age de 45 ans

LDL-c supérieur a 8,5 mmol/L

LDL-c compris entre 6,5 et 8,4 mmol/L

LDL-c compris entre 5 et 6,4 mmol/L

LDL-c compris entre 4 et 4,9 mmol/L

0| = W || b

Présence d’une mutation fonctionnelle dans un géne relatif a I'HF

c. Causes génétiques

Comme décrit ci-dessus, 'HF peut se manifester a I'état hétérozygote (un seul alléle
affecté) ou homozygote. Le patient atteint d'une forme homozygote recoit un alléle
muté dans un géne de chacun de ces parents. Il existe également une forme d’'HF
hétérozygote composite qui se manifeste par deux mutations différentes dans le
méme géne ou alors par une mutation dans deux génes (10). La concentration de
LDL-c est majoritairement régulée par sa production et son catabolisme au niveau
hépatique. Les causes génétiques de I'HF qui ont été décrites se rapportent a
I'élimination de cette particule (8).

La premiere cause de I'HF implique les mutations dans le géne du récepteur au LDL-

¢ (LDLR) qui concerneraient 80 a 85% des sujets (12). En 2020, plus de 2600
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variants ont été décrits et peuvent affecter I'activité du récepteur (13). Cette équipe a
classifié les conséquences de ces mutations (13) :

- Classe 1 : pas de synthése protéique

- Classe 2 : rétention partielle ou compléte dans le réticulum endoplasmique (RE)

- Classe 3 : défaut de liaison a I'apolipoprotéine B (apoB)

- Classe 4 : défaut de I'endocytose

- Classe 5 : réduction de la capacité de recyclage a la membrane
A I'état non pathologique, le LDL-c se fixe au LDLR exprimé a la surface des cellules
(Figure 2). Le complexe est ensuite internalisé par endocytose, fusionne avec des
endosomes tardifs (14). L’'acidification de la vésicule favorise un changement de
conformation du LDLR qui se dissocie du LDL-c. Le LDLR ainsi libéré est recyclé et
retourne a la membrane plasmique (14). Ce récepteur permet I'élimination du LDL-c
plasmatique, un mauvais fonctionnement de celui-ci ou une expression altérée peut
étre associée a une concentration en LDL-c importante (13).
Le second géne impliqué dans I'HF code pour l'apo B. Il a été estimé que la
prévalence des patients touchés par une mutation dans ce géne serait de 5% a 10%
(3). L'apoB est une protéine structurale qui assure l'intégrité des particules de LDL-c
et de very low density liproprotein (VLDL-c) (Figure 2). De plus, cette protéine est
essentielle pour faciliter la liaison entre le LDL-c et son récepteur (Anderson et al.,
1977; Rader et al., 2003). Plusieurs mutations ont été identifiées telles que la
R3500Q, la R3531C et la R3500W (17). Les mutations décrites pour le géne codant
pour 'apoB affectent :

- sa conformation et son affinité pour le LDLR (18)

- son site de fixation au LDLR (19)

De ce fait, ces mutations empécheraient la reconnaissance de la particule de LDL-c

avec son récepteur et s’accumulerait dans la circulation sanguine (16).
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Figure 2 : Mécanisme d'action du LDLR et effets des mutations

Comme décrit précédemment (cf chapitre 1, 1 1), le troisieme géne impliqué dans
I'HF a été identifié en 2003 par Marianne Abifadel. Ce géne code pour PCSKO et la
prévalence de ces mutations serait estimée de 1 a 2% (20). Les mutations gain de
fonction ont été classées selon leur effet fonctionnel et leur activité (21,22). Celles-ci
peuvent affecter la maturation, le transport depuis le RE, la stabilité ou I'affinité de
PCSK9 pour le LDLR (21). Il a été démontré que les mutations gain de fonction
associées au gene codant pour PCSK9 réduisent I'expression du LDLR a la surface
des hépatocytes. En 2004, les mutations de son géne ont été associées a une
dégradation plus importante du LDLR, ce mécanisme sera décrit dans la partie | 4
(23). Les mutations dans le géne codant pour PCSK9 vont donc réduire le nombre
de récepteur présent a la surface des cellules et conduire a une
hypercholestérolémie (24).
d. Principales thérapies de I'hypercholestérolémie familiale

Selon les recommandations de la société européenne de I'athérosclérose (EAS), la
mise en place d’'une stratégie thérapeutique dépend de la concentration plasmatique
de LDL-c de l'individu et de son risque cardiovasculaire (25). En dehors des patients
a trés haut risque cardiovasculaire, la premiére recommandation est de pratiquer une

activité physique réguliere et un rééquilibrage alimentaire (25). Cependant, un
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traitement médicamenteux est considéré si I'objectif listé dans la figure 3 n’est pas

atteint.
Risque cardiovasculaire L. . A )
Concentration plasmatique de LDL-c Objectif : obtenir une concentration plasmatique de LDL-c
T inférieure a :
. s - * 3 mmol/L pour un individu a faible risque cardiovasculaire
Mise en place d’'une thérapie ?
‘ « 2,6 mmol/L pour un patient a risque cardiovasculaire modéré
[ Oui Non « 1,8 mmol/L pour un patient a haut risque ou une baisse de la
[ Dose tolérée ou forte de statine ] Modification des concentration basale de 50%
‘ habitudes de vie + 1,4 mmol/L pour un sujet a trés haut risque cardiovasculaire ou
Atteinte de I'objectif thérapeutique ? une baisse de 50% de la concentration basale
[ Oui ‘ Non
Poursuite de la thérapie et Thérapie combinée avec
suivi annuel du patient I'ezetimibe

N

Atteinte de I'objectif thérapeutique ?

[ Oui ‘ Non

Poursuite de la thérapie et Thérapie combinée avec
suivi annuel du patient un inhibiteur de PCSK9

Figure 3 : Arbre décisionnel dans le traitement de I'HF selon les recommandations de I'EAS, 2019

Selon les recommandations de I'EAS (Figure 3), un traitement par statine est
appliqué en premier recours. Les statines inhibent 'THMG CoA-R (3-hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme A reductase) une enzyme clef de la synthése endogéne de
cholestérol (26). De plus, les statines favorisent, via le facteur de transcription
SREBP2, I'expression du LDLR et permettent ainsi la clairance du LDL-c (12). Les
statines induisent une diminution moyenne de la concentration plasmatique de LDL-c
de 30% a 40% (27). Elles réduisent également [I'apparition d’événements
cardiovasculaires et la mortalité associée a ces pathologies (27). Malheureusement,
les statines seraient inefficaces pour 30% des patients et a fortes doses, elles
induiraient des effets secondaires (28). De plus, elles sont inefficaces chez les
patients atteints d’'une HF a I'état homozygote dont le LDLR est totalement inactif ou
non exprimé (25). En cas d’intolérance a une statine, une autre statine peut étre
prescrite ou un autre dosage peut étre donné (29). Lorsque la thérapie par statine ne
permet pas d’atteindre les objectifs listés dans la figure 3, une autre stratégie est

mise en place.
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Pour cela, il est recommandé de combiner la dose maximale tolérée de la statine a
'ezetimibe (29). L’ezetimibe inhibe le transporteur Niemann-Pick C1 like 1 (NPC1L1)
(30,31). NPC1L1 est exprimé de fagon abondante au niveau de la bordure en brosse
des entérocytes (32) et assure linternalisation entérocytaire du cholestérol présent
dans la lumiére intestinale (32). En inhibant NPC1L1, I'ezetimibe réduit I'absorption
intestinale du cholestérol et favorise son élimination fécale (32). L’ezetimibe, en
monothérapie, réduit la cholestérolémie de 15% a 20% (33). L'étude IMPROVE-IT
(Improved Reduction of Outcomes : Vytorin Efficacy International Trial) a pu mettre
en évidence la combinaison de I'ezetimibe avec une thérapie par statine apporterait
un effet additif en permettant une réduction de la cholestérolémie de 20%
supplémentaire (34). Cette thérapie combinée améliore le risque de survenue d’'une
MCV de 6 a 7% (34).

Lorsque l'effet de cette thérapie combinée est insuffisant, la troisieme ligne de
traitement est mise en place. Celle-ci se compose de la combinaison entre la plus
forte dose de statine tolérée et d'un inhibiteur de PCSK9. Différentes stratégies anti-

PCSKO9 ont été développées et seront détaillées dans la partie 6 (cf chapitre 1, |1 6).

Point résumé — Hypercholestérolémie familiale

* 14 a 34 millions d’individus en seraient porteurs dans le monde

* Elle est sous-diagnostiquée

» Elle augmente considérablement le risque de maladie cardiovasculaire

» L’HF implique des mutations dans les genes codant pour le LDLR, I'apoB et PCSK9
» Plusieurs stratégies thérapeutiques sont envisagées seules ou de maniere combinée

» Elles dépendent de la cholestérolémie du patient et du risque cardiovasculaire

3- PCSKO : Structure génétique et protéique
Chez 'Homme, il a été rapporté que le géne codant pour PCSK9 est localisé au
niveau du bras court du chromosome 1 en position 1p32.2 et mesure 22 kilobases

(1). Il est composé de 11 introns et de 12 exons codant pour un zymogéne de 72
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kDa composé de 692 aa. La forme précurseur est constituée de quatre
domaines (Figure 4) : le peptide signal (résidus 1-30), le prodomaine (aa 31-152), le
domaine catalytique (résidus 153-451) ainsi que le domaine C-terminal riche en
cystéines et histidines (aa 452-692). Le domaine C-terminal comporte trois modules
répétés M1 (aa 457 a aa 528), M2 (534 a 601) et M3 (608 a 692) (36). Une fois
synthétisé, le peptide signal permet au précurseur de PCSK9 de rejoindre le RE.
Dans cet organelle, le zymogéne perdrait son peptide signal (37), subirait ensuite un
autoclivage au niveau de la glutamine 152 (1,23). Le prodomaine ainsi clivé se
logerait dans la poche catalytique de PCSK9 de maniére non covalente et bloquerait
de fagon définitive I'activité catalytique de PCSK9 (Figure 4) (1,23). A ce jour, le seul
et unique substrat identifié est PCSK9 elle-méme. Cette étape permet le
cheminement de la forme mature de PCSK9 vers l'appareil de Golgi (23,39). Le
domaine C terminal de PCSK9 est important pour sa sécrétion, son ablation partielle
entre les modules 1 et 3 empécherait ainsi sa sécrétion (40). Au sein de I'appareil de
Golgi, PCSK9 subit différentes modifications post-traductionnelles qui conduiront a
sa secrétion dans le plasma (23,39). Ces modifications impliquent une
phosphorylation des sérines a la position 47, 666, 668 et 688, une N-glycosylation a
la position 533 ou une sulfatation a la position 38 (41).

In vitro, il a été observé que plusieurs types cellulaires seraient susceptibles de
sécréter cette protéine (42—44). Cependant, in vivo, le foie est le seul organe
responsable de la forme circulante de PCSK9. En effet, les souris présentant une
délétion hépatique de PCSK9 se caractérisent par une absence de forme circulante

de PCSK9 (132).
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Site de clivage
Glutamine 152

1 30 Liaison au domaine EGF-A

NH?ﬂ Prodomaine

692

Prépro PCSK9

Domaine catalytique Domaine C-terminal e COOH 692 aa

Site de clivage

Glutamine 152
31 Liaison au domaine EGF-A 692
Pro PCSK9

NH,— Prodomaine Domaine catalytique Domaine C-terminal e COOH 662 aa

Clivage I
autocatalytique

NH,—

Liaison au domaine EGF-A

692 PCSK9 mature

Domaine C-terminal ‘ COOH sécrétée
540 aa

Domaine catalytique

Prodomaine

Figure 4 : Description de la structure protéique et des modifications post-traductionelles de PCSKO9, inspirée
de Abifadel et al., 2014

4- Mode d’action de PCSK9 sur le métabolisme lipidique

a. Mise en évidence du réle de PCSK9 sur le LDLR
Au début des années 2000, si des mutations gain de fonction du géne de PCSK9
sont associées a une hypercholestérolémie (2) son mode d’action reste mal défini.
En 2004, Maxwell et Breslow ont permis d’identifier 'une de ses fonctions majeures.
En effet, alors que la surexpression adénovirale de PCSK9 chez la souris sauvage
induit une forte augmentation de la cholestérolémie, cette surexpression est sans
effet chez des souris déficientes en LDLR, souris Ldlr”~ (50). Les analyses
complémentaires ont démontré que PCSK9 inhibe I'expression protéique du LDLR
indépendamment de son activité catalytique (50). Cette suggestion a été supportée
par le développement de souris déficientes en PCSK9, souris Pcsk9”, qui sont
hypocholestérolémiques et présentent une augmentation marquée de la quantité
hépatique de LDLR (45).
En 2006, Thomas Lagace a pu mettre en évidence que I'apport de PCSK9 exogéne

dans le milieu de culture de cellules hépatiques, HepG2, réduit le nombre de LDLR a
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leur surface (46). Par co-immunoprécipitation, il a pu démontrer que PCSK9 et le
LDLR seraient directement associés (46). Il a ensuite réalisé une expérience de
parabiose, celle-ci a pour principe de mettre en partage la circulation sanguine d’'une
souris sauvage et d'une souris surexprimant la forme humaine de PCSK9. Les
auteurs ont ainsi pu constater que les souris sauvages présentaient bien une
élévation de la forme sanguine et humaine de PCSK9, développaient une
hypercholestérolémie et une réduction massive de I'expression protéique du LDLR
hépatique. Cette expérience suggére alors que PCSK9 circule dans le sang a l'instar
d’'une hormone et qu’elle affecterait I'expression protéique du LDLR.
b. La PCSK9 circulante module I'expression du LDLR
Aprés sa sécrétion dans le plasma, il a été démontré que PCSKS9 se fixe sur le LDLR
(47,48). Cette interaction se ferait entre le domaine catalytique de PCSK9 et le
domaine Epidermal Growth Factor A (EGF-A) du LDLR (47). Cette interaction
entraine I'endocytose du complexe dans la voie endosomale (cf Figure 5). La fusion
de la vésicule d’endocytose avec des endosomes tardifs au pH acide changerait la
conformation de PCSK9 et augmenterait son affinité pour le LDLR (47). Cela aurait
pour conséquence d’envoyer le complexe a la dégradation lysosomale et
empécherait ainsi le recyclage du LDLR a la membrane plasmique comme décrit sur
la figure 5 (24).
c. PCSK9 influence I'expression du LDLR par une voie intracellulaire

Bien que la mutation S127R affecte la sécrétion de PCSK®9, les sujets présentent une
hypercholestérolémie, il s’agit donc d’'une mutation gain de fonction (2,49). Cela
suggere alors I'existence d’une voie de dégradation intracellulaire du LDLR (Figure
5). Il a été supposé que la PCSKO localisée au niveau du RE et de I'appareil de Golgi

pourrait se fixer au LDLR et le diriger vers la dégradation lysosomale (50).
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Figure 5 : PCSK9 est un inhibiteur naturel du LDLR qui le conduit a la dégradation lysosomale par une voie
extracellulaire ou intracellulaire.

5- Au-dela du LDLR, PCSK9 aurait d’autres cibles potentielles

a. Récepteurs composés d’un domaine EGF-A
La famille des LDLR se compose de récepteurs transmembranaires impliqués dans
le métabolisme lipidique (51). lls partagent des propriétés structurelles et
fonctionnelles communes et peuvent interagir avec différents ligands. Dans les
années 1970, Brown et Goldstein ont identifié le premier membre de cette famille, le
LDLR (52). Il a été déemontré que cette famille comprend d’autres récepteurs tels que
le récepteur du VLDL (VLDLR), de récepteur de I'apolipoprotéine E (ApoER2) et les
LDLR-related protein (LRP) 1 a 10 (53).
Le domaine EGF-A appartenant au VLDLR et a 'ApoER2 partagerait 59% et 46%
d’identité respectivement avec celui LDLR. Le domaine EGF-A de LRP1 quant a lui
aurait 40% d’identité avec celui du LDLR. En 2008, il a été montré in vitro que
PCSKO9 cible et affecte I'expression membranaire du VLDLR et 'ApoER2 (54). Cet
effet serait indépendant de son réle sur le LDLR (54). Chez la souris, il a été

démontré que PCSKO régule I'expression adipocytaire du VLDLR. L’'accumulation du
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VLDLR a la surface du tissu adipeux a été retrouvée chez la souris Pcsk9” (55,56).
PCSKO9 induit également la dégradation de LRP1 (57). En effet, 'expression de ce
récepteur serait augmentée chez les souris Pcsk9” (58).

b. Récepteurs non composés d’un domaine EGF-A

Le cluster de différenciation 36 (CD36) est exprimé au niveau de plusieurs tissus
(ceceur, foie, intestin, tissu adipeux) et cellules (plaquettes et macrophages) (59) et
est impligué dans de nombreuses fonctions du métabolisme lipidique. CD36
permettrait 'absorption hépatique des acides gras, le stockage hépatique des
triglycérides et leur relarguage par le foie (59). De plus, il serait impliqué dans la
production et la sécrétion des chylomicrons au cours de la lipémie post-prandiale
(LPP) (60).

En 2013, il a été démontré que I'exposition de Caco-2 (lignée entérocytaire) avec de
la PCSK9 exogéne sauvage ou gain de fonction augmenterait I'expression protéique
de CD36 (61). Selon les auteurs, PCSK9 augmenterait 'internalisation du cholestérol
au niveau de l'intestin (chapitre 1, Il 4). Il a ensuite été suggéré que PCSK9 induirait
la dégradation de ce récepteur par la voie lysosomale et protéasomale. Cette étude
démontrerait que I'apport de PCSK9 exogéne dans deux modéles d’adipocytes
(cellules 3T3-L1 et adipocytes murins primaires) induirait une réduction de
'expression du LDLR et de CD36. |l a également été démontré que I'expression
hépatique et adipocytaire de CD36 était augmentée chez la souris Pcsk9” (62).
Cette étude aurait également mis en évidence que linjection de PCSK9 humaine
recombinante chez la souris C57BI/6 réduirait 'expression hépatique de CD36 (62).
Selon cette étude, il semblerait que la PCSK9 circulante conduise CD36 a la

dégradation lysosomale (Figure 6).
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L’étude de Labonté et al. suggére que CD81, une protéine transmembranaire, serait
une autre cible de PCSK9. CD81 est exprimée au niveau du foie et serait une voie
d’entrée du virus de I'hnépatite C tout comme le LDLR (63). En 2009, il a été suggéré
que PCSK9 réduirait I'expression membranaire de CD81 in vitro. L’expression
hépatique de CD81 serait augmentée dans la souris Pcsk9” et dans le double
modéle Pcsk9” Ldir-. Ces mesures suggérent que PCSK9 diminuerait I'expression
de CD81 indépendamment du LDLR (63). Cependant, les travaux de Ramanathan
publiés en 2016 présentent des résultats contraires. Selon cette étude, I'apport de
PCSK9 sauvage ou gain de fonction exogéne dans une lignée hépatique humaine ne
modifierait pas I'expression membranaire de CD81. De plus, l'utilisation d’un
anticorps monoclonal anti-PCSK9, qui va inhiber la PCSK9 exogéne, n'a pas eu
d’effet sur I'expression de CD81 (64). Selon cette étude, I'expression hépatique de
CD81 serait comparable entre des souris sauvages et Pcsk9” (64). Actuellement, il

est difficile d’établir avec certitude que CD81 soit une cible de PCSKO.

En 2008, une équipe s’intéressait a I'impact de PCSK9 sur une enzyme impliquée
dans la maladie d’Alzheimer, la [(-site amyloid precursor protein (APP)-cleaving
enzyme 1 (BACE1). BACE1 favoriserait 'accumulation de plaques séniles et serait
impliquée dans le développement de cette pathologie (cf chapitre 1, Il 1) (65). Cette
étude mettait en évidence que la surexpression de PCSK9 in vitro, diminuerait
'expression de BACE1 (66). A l'inverse, son inhibition par siRNA augmenterait
'expression de cette protéine. En complément, I'expression de BACE1 serait
augmentée dans le cortex des souris Pcsk9” (66). Cette étude suggérait donc que la

délétion ou linhibition pharmacologique de PCSK9 augmenterait I'expression de
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BACE"1 et pourrait favoriser le développement de la maladie d’Alzheimer. Deux ans
plus tard, une seconde étude a apporté des résultats inverses en montrant que
I'expression de BACE1 dans le cortex de souris Pcsk9” ne serait pas modifiée et
que la surexpression de la forme humaine de PCSK9 chez la souris ne modifie
'expression protéique de BACE1 (67). Plus tardivement, des recherches suggerent
que I'APP, une protéine clivée par BACE1 serait un ligand de PCSK9 (68). Par des
expériences de co-immunoprécipitation, cette étude suggére que I'APP et I'amyloid
precursor-like protein 2 (APLP2) interagiraient avec PCSK9 (68).

Ces articles ont eu le mérite de mettre en évidence des points de vigilance dans un
contexte ou plusieurs entreprises pharmaceutiques avaient engagé le
développement d’inhibiteurs de PCSK9 (chapitre 1, | 6). Les données actuelles
semblent suggérer que [lutilisation des anticorps monoclonaux anti-PCSK9
n‘entraine pas de surrisque de développer la maladie d’Alzheimer ou d’autres

pathologies neurodégénératives (69-71).

ENaC est un récepteur membranaire impliqué dans ’'homéostasie du sodium (72). |l
est exprimé au niveau de la membrane apicale de [I'épithélium et assurerait
'absorption du sodium (72). Des mutations de ce transporteur sont associées a de
I'hypertension (73,74). En 2012, Sharotri et ses collégues ont démontré que PCSK9
est susceptible d’interagir avec ENaC et de moduler son expression protéique a la
surface des cellules (Figure 6). L’apport de PCSK9 exogéne réduirait le courant
sodique (75). Ces travaux ont ouvert la question d’un potentiel réle de PCSK9 dans
'hypertension artérielle. Pour aller plus loin, notre équipe a testé I'impact d’'une
déficience de PCSK9 chez la souris sur la pression artérielle (76). Nos données

démontrent qu’a 'état basal, la déficience en PCSK9 ne module pas la pression
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artérielle chez la souris (76). De méme, en utilisant deux modeles murins
d'hypertension artérielle (sensibles et insensibles au sel), nous avons montré que la
déficience en PCSK9 n’affecte pas significativement la pression artérielle. Chez
'Homme, il semblerait que les variants associés a une perte de fonction pour PCSK9
et que l'utilisation d’'inhibiteurs de PCSK9 n’aient pas d’effet sur la pression artérielle

ou I'hypertension (77,78).

Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe 1 est une glycoprotéine
exprimée a la surface de cellules nucléés et des plaquettes (79). Il s’agit d’un
systéme de reconnaissance qui permet la mise en place d’une réaction immunitaire
lors d'une infection. Il se compose d'une poche qui peut contenir un peptide
antigénique. Ce peptide est reconnu par des lymphocytes T (LT) de type CD8 (79).
Ces lymphocytes protégent I'organisme des infections virales et bactériennes mais
sont également importants dans la lutte anti-tumorale. C’est dans ce contexte que
l'interaction entre PCSK9 et le CMHI a été décrite. En 2020, la délétion de PCSK9
effectuée dans différentes lignées tumorales (mélanome et cancer du sein)
augmente I'expression du CMHI (80). De plus, I'incubation des cellules avec de la
PCSK9 endogéne diminue I'expression du CMHI a leur surface. Selon cette étude,
PCSK9 se fixe au CMHI par son module M2 et le conduit a la dégradation

lysosomale (Figure 6) (80).

Les Toll-like receptor (TLR) sont des récepteurs transmembranaires impliqués dans
la reconnaissance des composés bactériens qui permet, entre autres, I'activation de
la voie de signalisation d'un facteur de transcription, le nuclear factor (NF)-xB (81).

Récemment, il a été établi que I'inhibition de PCSK9 chez la souris ApoE” réduirait
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'expression aortique du TLR4 et de NF-kB (82). Cette étude a mis également en
évidence que I'expression du TLR4 et de NF-kB au niveau des macrophages est
affectée par l'inhibition de PCSK9 in vivo (82). Les auteurs rapportent que les
modules M1 a M3 présenteraient une homologie structurale avec la résistine, une
adipokine qui serait un ligand du TLR4 (82). Compte tenu de son homologie
structurale avec la résistine, il a été supposé que PCSK9 pourrait se fixer au TLR4
(82).

En conclusion, plusieurs études indépendantes suggérent qu’au-dela du LDLR
PCSK®9 serait capable d’'interagir avec plusieurs récepteurs et transporteurs. Nombre
de ces études ont été réalisé in vitro avec des concentrations élevées de protéines
recombinantes de PCSK9 et/ou des conditions de surexpression. La pertinence
physiologique reste pour certain des candidats a étre établie mais cela suggere
gu’au-dela de son rble dans le métabolisme lipidique, cette protéine pourrait exercer

d’autres fonctions inconnues a ce jour.
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Figure 6 : Au-dela du LDLR, PCSK9 aurait d’autres cibles, adapté de Y. Guo et al., 2021.

19



Chapitre 1 : PCSK9, un régulateur du métabolisme du cholestérol

6- Les traitements anti-PCSK9

PCSK9 exerce un réle important dans la régulation du métabolisme lipidique (cf
chapitre 1, 1 4). De fagon intéressante, il a été démontré que sa perte de fonction
était associée a la diminution du risque cardiovasculaire chez ’'Homme (83). De plus,
des patients avec une faible concentration circulante de PCSK9 ont été identifiés
dans le monde et ces sujets sont fertiles et ne présentent pas de pathologies
apparentes (83—85). Sur ces éléments, PCSK9 est devenue une cible thérapeutique
de choix et plusieurs entreprises pharmaceutiques ont lancé des programmes de
recherche visant a développer des inhibiteurs de PCSK9. Des 2015, les premieres
thérapies anti-PCSK9 ont été approuvées par la Food and Drug Administration (FDA)
et sont devenus la troisieme ligne thérapeutique dans le contexte de I'HF.

a. Stratégies thérapeutiques séquestrant PCSK9

PCSK9 est une cible idéale pour la thérapie par anticorps puisque celle-ci est
secrétée dans le sang. Quatre anticorps monoclonaux anti-PCSK9 ont été
développés : I'alirocumab (Sanofi), 'evolocumab (Amgen), le bococizumab (Pfizer) et
le tafolecimab (Innovent Biologics). Ces anticorps vont se fixer spécifiquement au
domaine catalytique de la PCSKO circulante (Figure 7), la séquestrer dans le sang et
empécher son interaction avec le LDLR exprimé a la surface des cellules (86). De ce
fait, le LDLR n’est pas dégradé, pourra étre recyclé a la membrane entrainant une
augmentation de la clairance du LDL-c et une réduction de la concentration en LDL-
C.

L’étude SPIRE (Evaluation of Bococizumab in Reducing the Occurrence of Major
Cardiovascular Events in High Risk Subjects) a mis en évidence que le bococizumab

réduit la concentration en LDL-c de moitié (87). Cependant, cet effet n’était pas
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durable et n’apportait aucun bénéfice sur la survenue des MCV (87,88). Cela
s’expliquait par le développement d’anticorps dirigés contre le bococizumab (88). I
s’agissait d’un anticorps humanisé comprenant 3% d’une séquence murine qui a été
reconnue par le systéme immunitaire du patient (cf tableau Il). Pfizer a donc
abandonné le développement de ce médicament (89).

L’alirocumab et I'evolocumab sont des anticorps entierement humanisés qui ont regu
'approbation de la FDA (Food and Drug Administration) et 'EME (European
Medicines Evaluation) en 2015. Plusieurs études cliniques ont pu démontrer
I'efficacité de ces deux anticorps dans la réduction de la concentration de LDL-c,
dans la diminution de la survenue d’événements cardiovasculaires majeurs, de plus,
ils présentent peu d’effets secondaires.

L’étude ODYSSEY est une étude internationale, multicentrique et randomisée en
double aveugle. Cette étude menée sur 18 924 patients ayant une valeur de LDL-c
supérieure a 0,7 g/L, a pu démontrer les effets bénéfiques a long termes de
I'alirocumab. Cette thérapie réduit la concentration de LDL-c de 52% a 61% ainsi que
les évenements cardiovasculaires de 15% (70). Cette étude a mis en évidence que
I'alirocumab réduit la concentration de LDL-c chez des patients traités aux statines
ou a l'ezetimibe, effet maintenu pendant les 78 semaines de I'étude (70). Cette
thérapie a également démontré son efficacité chez l'individu porteur de mutation gain
de fonction pour PCSK9 (90).

Le programme PROFICIO a regroupé différentes études de phase Ill qui ont évalué
I'efficacité et la sureté de I'evolocumab a long terme (91-95). L’étude DESCARTES a
mis en évidence que linjection mensuelle de 420 mg d’evolocumab réduirait la
concentration de LDL-c de 50% a 60% (96). Cette étude a été effectuée pendant 52

semaines chez des patients traités uniquement par régime alimentaire, par statine
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seule a faible ou forte dose et chez des patients traités par statines a forte dose
combiné a l'ezetimibe (96). Les études RUTHERFORD-2 et TESLA ont mis en
évidence l'efficacité de l'evolocumab chez des patients atteints d’'HF a ['état
hétérozygote et homozygote respectivement (97,98). L'étude de phase 3 FOURIER
réalisée sur 27 564 patients a haut risque cardiovasculaire indique que I'evolocumab
induit une baisse supplémentaire de la concentration de LDL-c de 59% chez des
patients traités par statine (71). Cette thérapie apporterait une réduction
supplémentaire de la survenue des évenements cardiovasculaires de 15% (71).

Le tafolecimab est un anticorps entierement humanisé développé récemment. Son
utilisation dans un essai de phase |ll démontre une réduction de la concentration
plasmatique de LDL-c de 70% dans une population chinoise atteinte d’'HF a trés haut
risque cardiovasculaire (99). Cette étude effectuée sur 12 semaines semble
démontrer l'efficacité et la sécurité de cet anticorps, il serait intéressant de mesurer
ces effets sur la survenue des événements cardiovasculaires dans une étude a long
terme.

D’apres plusieurs études, les anticorps anti-PCSK9 ont été décrits comme une
thérapie efficace qui réduit la cholestérolémie et la survenue d’événements
cardiovasculaires seule ou combiné aux statines (cf tableau Il). De plus, ils sont bien
tolérés chez les patients qui ont peu d’effets indésirables. Cependant, ils présentent
l'inconvénient de nécessiter des injections sous cutanées toutes les deux ou quatre
semaines. De plus, le colt de cette thérapie est élevé et serait estimé a 5 800 dollars
par an (100). L’étape suivante serait de pouvoir s’affranchir de ces injections par
l'utilisation d’'un vaccin afin d’accroitre la période d’efficacité thérapeutique, de

réduire les codlts et de renforcer la compliance des patients (101).
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La vaccination se caractérise par 'administration d’'un élément antigénique qui sera
reconnu par le systéeme immunitaire du receveur et le stimuler. Le systéme
immunitaire va développer une réponse immunitaire avec I'activation de lymphocytes
B spécifiques de l'antigéne. Les LB vont produire des anticorps spécifiques de
'antigéne. La vaccination permet d’obtenir une immunité spécifique et durable avec
la production d’anticorps spécifiques.

Récemment, ce principe a été mis en place dans la stratégie thérapeutique anti-
PCSK9. Cette approche permettrait la production d’anticorps spécifiques de la
séquence N-terminale de PCSK9 (102). Comme décrit précédemment (cf chapitre
1, 1 3), cette séquence contiendrait le domaine de liaison au domaine EGF-A présent
sur le LDLR. De plus, cette séquence est relativement conservée entre ’'Homme et la
souris, ce qui a favorisé les études précliniques sur modéle murin.

En 2021, les effets de la thérapie anti-PCSK9 par vaccination ont été vérifiés chez la
souris C57BI/6. Les auteurs ont constaté la formation d’anticorps anti-PCSK9 (102).
Selon cette étude, la cholestérolémie totale des animaux était réduite de 20 a 38% et
celle du LDL-c de 36 a 57% (102). Cette étude a également vérifieé les effets
bénéfiques de cette thérapie dans un modeéle murin développant de I'athérosclérose
sous alimentation pro-athérogénique. La vaccination anti-PCSK9 dans ce modéle
réduit ainsi la taille des lésions d’athérome de 24% (102).

Cette approche a ensuite été testée chez le macaque (cf tableau Il) et la vaccination
anti-PCSK9 permettrait la production d’anticorps anti-PCSK9 et la diminution de la
fixation de PCSK9 sur le LDLR de 33% (103). Cependant, malgré une tendance, la
cholestérolémie totale et la concentration plasmatique de LDL-c ne sont pas réduites

significativement chez les singes (103). Récemment, une autre équipe a mis au point
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une seconde thérapie anti-PCSK9 par vaccination et a mesuré ses effets chez le
macaque (104). Cette vaccination anti-PCSK9 réduit les concentrations circulantes
de PCSK9, stimule I'expression hépatique du LDLR et diminue les concentrations
plasmatiques de LDL-c de 25 a 30% (cf tableau IlI) (104).

Les premiers résultats de thérapie par vaccination semblent étre encourageants chez
la souris et le macaque sans induire d’effets indésirables notables. La preuve de

I'efficacité et la sureté de cette thérapie chez ’'Homme reste a étre apportée.

D’autres stratégies ont été développées afin d’empécher/réduire linteraction de
PCSK9 avec le LDLR. Elle repose sur l'utilisation de protéines ou de peptides qui
vont mimer la structure ciblée telle que le domaine EGF-A par exemple. Dans notre
contexte, l'utilisation de ces peptides ou protéines vont créer une interaction
compétitive et limiter I'interaction entre PCSK9 et le LDLR. On peut citer trois outils
congus dans la thérapie anti-PCSK9 : les adnectines, les peptides synthétiques et les

peptides macrocycliques (Figure 7).

Les adnectines sont des petites protéines de 12 kDa qui présentent une forte affinité
pour PCSK9 (105). En 2014, une équipe a mesuré les effets d’'une adnectine notée
BMS-962476 sur plusieurs modéles. L'adnectine augmente I'expression du LDLR a
la surface d'une lignée hépatique humaine, les cellules HepG2 (105). Chez le
macaque, l'injection I'adnectine réduit la cholestérolémie de 35% sur une période
d’au moins deux semaines (cf tableau Il) (105). Cette stratégie thérapeutique serait
moins onéreuse et plus facile a produire que les anticorps. Elle pourrait alors devenir
une alternative aux anticorps monoclonaux mais son efficacité et sa sécurité restent

également a étre démontrées chez 'lHomme.
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Ces peptides se composent d’'une séquence peptique qui mime la structure du
domaine EGF-A. Par principe, ils sont reconnus par PCSK9 et limitent son interaction
avec le LDLR (Figure 7). En 2014, différents analogues du domaine EGF-A ont été
testés in vitro dans une culture de cellules hépatiques HuH7 et les résultats obtenus
confirment que les analogues induisent une augmentation du nombre de LDLR a la
surface des cellules (106). Une seconde étude a caractérisé I'effet de Pep2-8, un
autre peptide inhibiteur (107). In vitro, 'apport de Pep2-8 augmenterait I'expression
du LDLR a la surface des HepG2 (107). L’efficacité d’'un autre inhibiteur de PCSK9 a
été démontrée in vitro, puis son administration orale chez la souris humanisée,
ApoE*3Leiden.Cetp, réduit la concentration plasmatique de cholestérol (108,109).
Cette approche anti-PCSK9 par voie orale éviterait les injections sous-cutanées

répétées mais il serait nécessaire de mesurer son efficacité chez 'lHomme.

Les peptides macrocycliques sont constitués d’'une partie cyclique qui est spécifique
d’'une cible et leur faible poids moléculaire rend possible I'administration par voie
orale (110). Tres récemment, un peptide macrocyclique a été mis au point, il cible
efficacement PCSK9 et inhibe son interaction avec le LDLR (111). Ce premier
peptide a été optimisé pour limiter son oxydation aboutissant au MK-0616. Chez
'Homme, l'administration par voie orale du MK-0616 a permis de diminuer la
concentration plasmatique de LDL-c d’environ 58% (112). L’efficacité de cet ouitil
thérapeutique a été vérifiée a plus grande échelle au cours d’une étude regroupant
375 participants (113). Ce traitement réduirait la concentration de LDL-c de 40% a
60% environ (cf tableau Il) (113). Elle apporterait un bénéfice a la thérapie par

statine ou ezetimibe en diminuant la cholestérolémie des patients traités de 12% a
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18% et de 20% a 25% respectivement (113). Cette thérapie apporte donc des effets
prometteurs dans la thérapie anti-PCSK9 puisque celle-ci permet de réduire la
concentration de LDL-c et semble étre bien tolérée chez les patients (113).

b. Thérapies inhibant I'expression de PCSK9

Cette nouvelle classe thérapeutique reconnait spécifiquement un ARN messager
cible et inhibe la production de la protéine correspondante (114). La fixation de
I'oligonucléotise anti-sens (OAS) sur sa cible va former un hétéroduplexe ARN-ADN
qui sera reconnu par une ribonucléase qui va catalyser la dégradation de 'ARNm
cible (Figure 7) (114).

Un oligonucléotide (ISIS 394814) spécifique de TARNm de PCSK9 a été testé en
2007 chez la souris. Apres 6 semaines de traitement, cet OAS réduit I'expression
transcriptionnelle de PCSK9 de 92% et augmente I'expression du LDLR (115). Cette
stratégie réduit la cholestérolémie totale des animaux de 52% et la concentration de
LDL-c de 32% (115). En 2010, lutilisation d’'un nouvel oligonucléotide, noté
SPC4061, présenté comme étant plus stable, plus affin et spécifique de PCSK9 a été
testé. 24 heures aprés linjection intraveineuse de SPC4061 chez la souris,
I'expression transcriptionnelle de PCSK9 est réduite de 60% et I'expression
hépatique du LDLR était doublée voire triplée pendant 8 jours (116). Cependant, les
effets de 'OAS ne persistent pas au-dela de 16 jours (116). Chez le macaque, il a
été déemontré que l'injection de SPC4061 réduit I'expression transcriptionnelle de
PCSK9 et la concentration de PCSK9 circulante de l'ordre de 85%, diminue la
concentration de LDL-c de 50% (Tableau Il) (117). Cette stratégie thérapeutique a
été abandonnée en 2013 suite au retrait du mipomersen (OAS validé dans la

thérapie de 'HF homozygote) a cause de forts effets secondaires (118,119).

26



Chapitre 1 : PCSK9, un régulateur du métabolisme du cholestérol

En 2021, une nouvelle classe d’'OAS développée pour la voie orale a été mesurée
dans le contexte de la thérapie anti-PCSK9 (120). Selon cette étude, 'OAS réduirait
la concentration plasmatique de PCSK9 et de LDL-c de 80% et 67 % respectivement
chez la souris (120). L’injection de cet OAS chez le patient hypercholestérolémique
réduirait la concentration de LDL-c de 68% (Tableau Il) (120). L’administration de ce
traitement par voie orale réduit la concentration circulante de PCSK9 et de LDL-c de

50% chez le chien (120).

Cette stratégie se base sur l'injection d’'un siRNA qui va interférer avec la production
d’'une protéine (Figure 7). Pour cela, un complexe sera formé sur 'ARNm ciblé qui
sera reconnu par une endoribonucléase (121,122). L’inclisiran est un siRNA dirigé
contre PCSK9 développé par Novartis. Il permet une réduction de 70% de la
concentration plasmatique de PCSK9 chez 'Homme et une réduction de la
concentration de LDL-c de 40% (tableau Il) (123). L’inclisiran renforce également la
thérapie par statines chez des patients a fort risque cardiovasculaire en induisant
une baisse complémentaire de la concentration de LDL-c d’environ 50% (123).

En conclusion, linclisiran a des effets hypocholestérolémiants comparables aux
anticorps monoclonaux et présente 'avantage d’exercer des effets plus durables (6
mois aprés une seule injection). Suite a I'étude ORION, son utilisation a été
approuvée chez les patients atteints d’'une dyslipidémie ou d'une HF a [l'état

hétérozygote (124).

La technologie Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat (CRISPR)

associée a la Cas 9 est un procédé qui permet la suppression ou la modification d’'un

géne. Cette technique se base sur l'induction d’un clivage double brin de 'ADN dans
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une région d’intérét et va détourner le processus de réparation a I'aide d’'un modele
exogene (Figure 7) (125).

En 2015, 'effet de I'édition génomique de PCSK9 a été mesuré chez la souris. Il en
résultait une diminution significative de la concentration circulante de PCSK9 et du
cholestérol total (de 35 a 40%) (126). En 2021, ce principe a été étudié chez le
macaque ou une réduction de la concentration plasmatique de PCSK9 de 81% et de
65% pour le LDL-c ont été constatées (Tableau Il) (127). La seconde étude chez le
macaque montre une réduction de la PCSK9 circulante et du LDL-c de 39% et 19%
respectivement (128). En 2023, il a été estimé que cette approche apporte un
bénéfice a long terme chez le singe (Tableau Il) (129). Plus de 470 jours aprés
l'injection, cette thérapie réduit la concentration plasmatique de PCSK9 de plus de
80% et la concentration de LDL-c d’environ 70% (129). Les essais cliniques ont
débuté en 2022 et sont toujours en cours. En conclusion, cette approche démontre
des effets réducteurs dans la cholestérolémie dans différents modéles mais son

efficacité reste a étre démontrée chez 'Homme.

Séquestre la forme circulante :

Anticorps monoclonaux Inhibe la liaison PCSK9-LDLR :
Vaccin -z Adnectine
o ﬁ Peptides mimétiques
A - Y 4
/
i 6]

Peptides macrocycliques

@ticulum

endoplasmique &%

Appareil de Golgi

ProPCSK9 4

PCSK9 mature @
LDL @
LDLR @

Induit la dégradation de FARNm :
siRNA
AOS

Modification du génome :
CRISPR/Cas9

Figure 7 : Mode d’action des stratégies thérapeutiques anti-PCSK9
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Tableau Il : Résumé des thérapies anti-PCSK9

» LDL-c Modéle / sujet Commentaires Références
Bococizumab 50% Phase Il Immunité contre le traitement Ridker et al., 2017
Tafolecimab 70% Paﬂ::r;isosahsact‘lani?gue Etude de 12 semaines Qietal., 2023
. Injection sous-cutanée (15 jours /
]
o Alirocumab 60% Su!gtdsl‘ﬂ::f rli—;F e mensuelle) Robinson et al., 2015
H Evolocumab ° Jets q Bénéfices ajoutés aux statines et a Sabatine et al., 2017
5 cardiovasculaire t -
% ezetimibe
4]
S PT=e——
o . 36 — 57% (souris) . Injection sous-cutanée annuelle Rloi=2iE o olenleta
‘@ Vaccin e Souris et macaque = 2021
3 25— 30 % (singe) Peu onéreuse Fowler et al., 2023
]
2 Adnectines 35% Souris et macaque Peu onéreuse Mitchell et al., 2014
E]
©
s
7 Peptides HuH7 / HepG2 Forte affinité Schroeder et al., 2014
mimétiques Souris Zhang et al., 2014
Peptides VEDEED Johns etal., 2023
[AUTELs 40 - 60% Phase | et || Bénéfices supplémentaires aux statines et onns etal.,
macrocycliques 4 l'ezetimibe Ballantyne et al., 2023
0, 4 i Graham et al., 2007
+ B (e, EitE N Voie orale Gupta et al., 2010
OAS et singe) Souris, chien, macaque et Homme . h
3 c 68% (H Abandonné pendant 10 ans Lindholm et al., 2012
=) o (Homme) Gennemark et al., 2021
=7}
] i 5 £ iecti _ 5 i Abandonné
8 2 | SiRNA (Inclisiran) 40% Patients a haut risque Injection sous-cutanée deux fois par an Fitzgerald et al., 2017
o2 cardiovasculaire Bénéfice ajouté aux statines i
R g Etude pré-clinique
2
£ Edition de 35-40% (souris) Ding et al., 2015 Etude clinique
(7] E— 65-70% (singe Souris et singe Etude clinique en cours Musunuru et al., 2021
g -70% (singe) Lee et al., 2023 Mis sur le marché

Il- Fonctions extra-hépatiques de PCSK9
Au-dela de son expression hépatique majoritaire, PCSK9 est également exprimée de
facon importante au niveau de lintestin gréle, du colon, du rein et du cerveau
(1,130,131). En 2008, la comparaison entre la déficience totale et hépatique en
PCSK9 in vivo semble indiquer que le foie serait responsable d’'une diminution de la
cholestérolémie d’environ 60% (132). Si on se base sur cette étude, I'action extra-
hépatique de PCSK9 ne serait pas donc négligeable. Au-dela de son effet régulateur
dans le métabolisme du cholestérol, différentes études ont suggéré que PCSK9
serait susceptible d’exercer d’autres fonctions.

1- Systéme nerveux central

a. La neurogénese
L’expression de PCSK9 au niveau du systéme nerveux central a été décrite pour la
premiere fois en 2003 (cf chapitre 1, 1 1) (1). Au cours du développement
embryonnaire, I'expression de cette protéine a été déterminée dans des régions

cérébrales associées a une neurogenese active (1). De plus, il a été établi que
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'expression de PCSK9 serait induite au cours de la différenciation de cellules
pluripotentes en neurones ou astrocytes in vitro (Figure 8) (1,133). Chez le
zebrafish, une expression de PCSK9 a été détectée dans des zones caractérisées
par une neurogénése active (133). La sous-expression de PCSK9 dans ce modele
induirait une dégénérescence du systéme nerveux central et serait létale (Figure 8)
(133). En revanche, les souris Pcsk9” ne présentent pas de malformation de leur
systéme nerveux central (45). De plus, il semblerait que PCSK9 soit associée a une
malformation du tube neural, le spina bidifa. En effet, sa concentration plasmatique
était réduite chez les rates et les femmes portant un feetus atteint de spina bifida
(134,135). Ces différentes données permettent de supposer que PCSK9 serait un
biomarqueur de malformation neurale.
b. La maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer représente la plus grande cause de démence chez la
personne agée de plus de 60 ans (136). Elle est marquée par des Iésions cérébrales
induites par 'accumulation de peptides 3 amyloides (65). Comme décrit dans la
partie |1 5, BACE1 est une enzyme qui clive le précurseur de ces peptides (65). En
plus de ces plaques, I'apoptose des neurones peut se mettre en place (137). Dans le
début des années 2000, des études ont associé I'hypercholestérolémie avec la
survenue de cette pathologie (138,139). En 2011, il a été démontré que l'utilisation
de thérapie hypocholestérolémiante pourrait réduire le risque de survenue de la
maladie d’Alzheimer (140). Dans ce contexte, quelques études ont veérifieé I'effet
possible de PCSK9.

Comme nous l'avons décrit dans la partie | 5, l'implication de PCSK9 dans la
régulation de I'expression de BACE1 est controversée chez la souris (66,67). Il a été

supposé plus tardivement in vitro que [I'hypercholestérolémie induite par une
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mutation gain de fonction de PCSK9 pourrait induire I'accumulation de lipides dans
les neurones et favoriser le développement de I'apoptose neurale (141). Il serait
alors intéressant de vérifier la relevance physiologique de cette observation in vivo
ou chez le sujet atteint d’'une mutation gain de fonction de PCSK9. En revanche, a
notre connaissance, aucune étude n’a pu établir une association entre ces variants
et la survenue de la maladie d’Alzheimer.

Plus récemment, il a été démontré que I'inhibition de PCSK9 atténuerait I'agrégation
des peptides B amyloides in vivo et préviendrait la perte du volume dendritique
associée a cette pathologie (142). De fagon physiologique, la clairance des peptides
B amyloides se fait a travers la barriere hémato-encéphalique. Celle-ci est médiée
par différents récepteurs tels que I'ApoER2, le VLDLR, CD36 ou encore LRP1
(143,144). Une étude semble indiquer que I'accumulation des peptides B amyloides
ne serait pas liée a leur surproduction mais a un défaut de clairance (145). La
délétion de LRP1 chez la souris conduirait a 'accumulation des peptides 3 amyloides
et a des défauts mémoriels (146). De fagon intéressante, LRP1 et les récepteurs
décrits ci-dessus ont été présentés comme des cibles potentielles de PCSK9 (cf
chapitre 1, 1 5).

L’expression endogéne de PCSK9 a été induite dans une lignée de cellules
endothéliales neurales murines, les cellules bEnd.3 par transfection virale (147).
Selon leurs estimations, I'expression de PCSK9 réduirait I'expression de LRP1 et
serait associée a une diminution du transport des peptides B amyloides de 42%
(147). Cet effet serait inhibé dans une lignée bEnd.3 LRP1. Les auteurs ont ensuite
vérifié leur théorie in vivo en utilisant des souris 5XxFAD (modéle de référence dans
'étude de la maladie d’Alzheimer) exprimant 'APP humaine et prédisposées a

'accumulation des peptides B amyloides. Leur étude montre trois éléments
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importants : 1) linjection d’alirocumab réduit l'accumulation des peptides B
amyloides chez les souris 5xXFAD; 2) la délétion de LRP1 chez les souris 5xFAD
(souris 5xFAD LRP17) est associée a une accumulation des peptides B amyloides ;
3) l'alirocumab n’est plus efficace pour réduire 'accumulation des peptides chez les
souris 5xFAD LRP17 (Figure 8) (147). Chez 'Homme, différentes études suggérent
que les polymorphismes de PCSK9 et ses variants pertes de fonction ne sont pas
associés a la survenue de la maladie d’Alzheimer (148—152). Néanmoins, une étude
précise que des variants génétiques de PCSK9 permettant a une réduction de la
concentration de LDL-c seraient associés a la réduction du risque de démence (153).
De plus, une surexpression de PCSK9 au niveau du cortex frontal, centre de la
mémoire, a pu étre déterminée dans des cerveaux de patients atteints d’un
Alzheimer tardif (154). La concentration de PCSK9 au niveau du liquide
céphalorachidien serait augmentée chez les patients atteints d’Alzheimer (155). En
revanche, notre équipe ne semble pas montrer de différence (156).
c. Les troubles neurocognitifs

La survenue de troubles neurocognitifs (perte de mémoire, confusion ou oublis)
aurait été associée a ['utilisation de thérapies réduisant la cholestérolémie,
notamment les statines (157). Les effets a long terme des anticorps monoclonaux
anti-PCSK9 ne semblent pas révéler d’apparition de troubles neurocognitifs (70,71).
La présence de variants perte de fonction pour PCSK9 n’est pas associée a
laugmentation d’incidence de troubles neurocognitifs (Figure 8) (158-160). En
utilisant une approche génétique, une autre étude a montré un risque accru de
dépression lors d'un traitement par statines et inhibiteurs de PCSK9 (161). De méme,
un variant perte de fonction, noté rs1159147 serait associé a la survenue de troubles

dépressifs (Figure 8) (162). Dernierement, une méta-analyse semble indiquer que
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l'utilisation d’anticorps anti-PCSK9 ne favoriserait pas la survenue de troubles
neurocognitifs (69).
Neurogenése

» Son expression serait induite au cours de la
Troubles neurocognitifs

différenciation neuronale ou astrocytaire P

- Sa délétion chez le zébrafish induit la N * Son inhibition & long terme ne
dégénérescence du  systéme  nerveux \ semble pas favoriser I'apparition de
central w PCSKO | troubles neurocognitifs

« Les souris Pcsk9” ne présenteraient pas de | “ * Son inhibition ou sa perte de

malformation du systéme nerveux central \ 7/ fonction pourraient étre associées a

N 4 . .
» Elle serait associée a une malformation de XS == la survenue de troubles dépressifs

la créte neurale chez le rat et 'THomme

La maladie d’Alzheimer
* Son inhibition, in vivo, réduirait I'accumulation des
peptides 3 amyloides

» Cet effet pourrait étre dépendant de LRP1

Figure 8 : Fonctions identifiees de PCSK9 au sein du systeme nerveux central

2- Paroi artérielle
Il est clairement établi que I'hypercholestérolémie est un facteur de risque majeur
dans le développement de I'athérosclérose. Cette pathologie se caractérise par le
dépbt de plaques lipidiques au niveau de la paroi artérielle. Le vaisseau sanguin
comprend principalement de cellules endothéliales (CE) et de cellules musculaires
lisses (CML). A I'état physiologique, les CE sécretent des molécules vasodilatatrices
et vasoconstrictrices. L’hypercholestérolémie va induire une dysfonction des cellules
endothéliales ou un déséquilibre entre la sécrétion de molécules vasodilatatrices et
de facteurs contractiles va favoriser la progression de la plaque (163). Les CML
passeront d’'un profil contractile a un profil associé a la synthése accrue de
collagéne. Elles auront également un état de prolifération et une migration augmenté

(164).
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a. Effet de PCSK9 surles composants de la paroi artérielle

Plusieurs études ont décrit une expression basale et inductible sous stimuli (forces
de cisaillement, insuline, résistine ou lipopolysaccharide (LPS)) de PCSK9 dans des
cultures primaires de CML humaines (165-167). |l a été suggéré que la sécrétion de
PCSK®9 par les CML régule I'expression du LDLR a la membrane des macrophages
(168). Quatre ans plus tard, cette méme équipe a démontré que la délétion de
PCSK9 dans une culture primaire de CML diminue leur capacité de prolifération et de
migration (58). La répression d’expression de PCSK9 in vitro induit une baisse
d’expression de deux molécules impliquées dans la physiopathologie de
I'athérosclérose : Lectin-like ox-LDL receptor 1 (LOX-1) et vascular cell adhesion
proteine 1 (VCAM-1) (169). LOX-1 est impliqué dans l'internalisation des particules
de LDL oxydées (LDL-ox). VCAM-1 est une molécule d’adhésion qui favorise, via sa
capacité a lier les monocytes et lymphocytes, la phase inflammatoire de
'athérosclérose. Récemment, il a été montré que la surexpression de la forme
humaine de PCSK9 dans des CML de rat diminue I'expression de la transgeline, un

marqueur du phénotype contractile (Figure 9) (170).

Les données sur I'expression et la fonction de PCSK9 sur les cellules endothéliales
sont rares et souvent contradictoires. Une expression basale de PCSK9 aurait été
détectée dans des CE primaires humaines et serait induite par un traitement au LPS
(165-167) alors que son expression n'est pas détectée dans des cellules HUVEC
(cellules endothéliales humaines provenant de veine ombilicale) (58). Actuellement,
deux études auraient mesuré le rdle probable de PCSK9 sur la fonction endothéliale.

La premiére met en évidence que I'evolocumab améliorerait la fonction endothéliale
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chez le sujet atteint d’HF et traité pendant un an (171) alors qu’une exposition plus
courte de 10 semaines a lalirocumab sur des patients atteints de
d’hypercholestérolémie et a fort risque cardiovasculaire est sans effet (172). En
outre, les effets de PCSK9 sur la fonction endothéliale ne sont pas caractérisés
entierement (Figure 9). Des études complémentaires seraient nécessaires afin
d’envisager au mieux I'effet possible de PCSK9 sur ce type cellulaire.

b. Effet de PCSK9 dans des pathologies de la paroi artérielle

L’athérosclérose est une MCV touchant les artéres de moyen et gros calibres. Elle se
caractérise par l'apparition de plagques d’athérome induites majoritairement par
'accumulation de lipides, le recrutement de cellules inflammatoires et des dépdts
calcifiés. Les graves complications de l'athérosclérose sont liées a la rupture des
plaques, susceptibles de former un thrombus et de bloquer la circulation sanguine et

provoquer une ischémie.

L'effet de PCSK9 a été testé dans plusieurs modéles murins prédisposés au
développement de I'athérosclérose. La surexpression de PCSK9 dans un modele de
souris C57BL6/J sous régime western diet est suffisante pour induire un
développement d’athérosclérose sur la crosse aortique (173). De fagon similaire, la
déficience en PCSK9 chez des souris ApoE” entraine une baisse de la
cholestérolémie et une réduction de la plaque d’athérosclérose alors que la
surexpression de PCSK9 aggrave le phénotype lipidique et accroit les Iésions
atherosclérotiques (173). En 2017, une technique associant la surexpression

hépatique de PCSK9 et la ligature partielle de la carotide a été décrite et permet
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d’obtenir un développement trés rapide (3 semaines) des plaques athéromateuses
(174). Une autre étude indépendante a démontré dans un modéle de souris
humanisée, la souris ApoE*3Leiden.Cetp, que l'inhibition pharmacologique de la
forme plasmatique de PCSK9 est suffisante pour réprimer le développement de
I'athérosclérose, améliorer la morphologie de la plaque et renforcer les effets
hypolipémiants des statines (175). Enfin, une étude utilisant des modéles de souris
plus originaux, présentant une double ou triple déficience respectivement pour le
Ldlr, ApoBec1 et/ou Pcsk9 (souris Ldlr"Apobec1” et souris Ldlr"Apobec1”Pcsk97),
suggére que PCSK9 pourrait affecter le développement de la plaque
d’athérosclérose indépendamment de son action sur le LDLR en altérant la sécrétion
d'ApoB et le fonctionnement endothélial (176).

Chez I'Homme, I'étude PLIC (Presence and progression of Lesions In Carotid
arteries) suggeére une corrélation positive entre la concentration plasmatique de
PCSKO9 et I'épaisseur de l'intima et de la média (177). PCSK9 a pu étre détectée ex
vivo dans des lysats de plaques d’athérome humains (58,178). En 2018, une étude
menée chez 'Homme met en évidence que l'evolocumab réduit le volume et le
nombre de plaques coronariennes mais ne modifierait pas leur composition (179).
L’augmentation de la concentration plasmatique de lipoprotéine a (Lp(a)) est un
facteur de risque important dans I'aggravation des plaques d’athérome (180,181).
D’ailleurs, la concentration plasmatique de PCSK9 et de la Lp(a) est considérée
comme un biomarqueur de calcification des plaques (182). Il semblerait que la
PCSK9 exogéne module la sécrétion de Lp(a) dans une culture primaire
d’hépatocyte (183). La perte de fonction pour PCSK9 réduit la concentration
plasmatique de Lp(a) chez 'Homme et s’associe a une diminution du risque

cardiovasculaire (184). Plusieurs études mettent en avant que l'inhibition de PCSK9
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diminue les concentrations de LP(a) (179,185-187) et ce, indépendamment de la
taille de I'apolipoprotéine a (185).
En conclusion, ces différentes études démontrent I'implication de PCSK9 dans le

processus d’athérosclérose (Figure 9).

Les particules de LDL-ox favorisent la formation et l'activité¢ des plaquettes et
participent a la formation du thrombus (188). L’activation des plaquettes peut se
détecter par la surexpression de marqueurs d’activations tels que la forme soluble de
la P-Selectine (189). Mais également par [I'expression dun marqueur
prothrombotique et vasoconstricteur, le 11-déhydro-thromboxane B2 (189).

Des concentrations plasmatiques élevés de PCSK9 ont été significativement
corrélées avec le 11-déhydro-thromboxane B2 (190) mais aussi avec la réactivité
plaguettaire (191). Ces données ont été confirmées en 2020 ou il a été précisé
qu’une forte concentration en PCSK9 était corrélée au recrutement et a I'agrégation
plaquettaire. De plus, elle est associée a une plus forte expression de la P-Selectine
(192). La thérapie par anticorps monoclonal chez le sujet hypercholestérolémique
diminuerait I'agrégation plaquettaire et I'expression de marqueurs d’activation
plaquettaire (188). En conclusion, PCSK9 serait associée a l'agrégation et a

I'activation plaquettaire (Figure 9).

Selon 'OMS, l'accident vasculaire cérébral représente la deuxiéeme cause de
mortalité mondiale (193). In vivo, dans un modéle d’AVC ischémique chez la souris,
I'occlusion transitoire d’'une artére cérébrale induit une augmentation de I'expression
de PCSK9 et une réduction de celle du LDLR au niveau du gyrus denté (194). En

revanche, la déficience totale en PCSK9 n’affecte ni le volume de lésion (194-196),
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ni le comportement de I'animal aprés linduction de 'AVC ischémique transitoire
(194). Dans une seconde étude, il a été montré que l'ischémie cérébrale chez la
souris est associée a une augmentation d’expression de PCSK9 au niveau du cortex
et de I'hippocampe (197). La répression d'expression de PCSK9 par une approche
shRNA diminue les dommages tissulaires en réduisant 'apoptose par un mécanisme
dépendant d’ApoER2 (197). En 2022, il a été confirmé que I'expression de PCSK9
se trouvait augmentée dans le tissu cérébral apres un AVC ischémique chez le rat
(198). L'inhibition de PCSK9 par injection intrapéritonéale de Pep 2-8 immédiatement
aprés I'’AVC réduit le volume des lésions, le pourcentage de cellules apoptotiques et
améliore les fonctions neurologiques de I'animal (198) (Figure 9).

Chez 'Homme, le variant E670G associé a une augmentation de la concentration
plasmatique de LDL-c, a été identifié¢ comme prédictif de la survenue de
'athérosclérose au niveau des gros vaisseaux cérébraux (199) et du risque de
survenue d’AVC (200-202). Trois autres variants provenant de la population chinoise
sont également associés a la survenue d’un AVC ischémique (203). En 2018, une
mutation faux-sens, rs11591147, associée a une perte de fonction pour PCSK9
présente un effet protecteur face a la survenue de 'AVC ischémique (159). En
revanche, d’autres études ne semblent pas retrouver d’association entre des
polymorphismes associés a une perte de fonction et 'AVC ischémique (204—206).
De méme, aucun variant de PCSK9 d’une cohorte taiwanaise et chinoise n’est
associé a cette pathologie (207,208). Plusieurs études interventionnelles ou métas-
analyses indépendantes soulignent que l'usage d’inhibiteurs de PCSK9 est associé a

une réduction significative des AVC (69,209-211).
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En conclusion, plusieurs études suggérent que PCSK9 est associé a la survenue de
'AVC. Des études precliniques et cliniques suggeéerent que linhibition de PCSK9

pourrait améliorer le risque de la survenue d’un AVC ischémique (Figure 9).

Cellules musculaires lisses L’accident vasculaire cérébral
« Confererait un profil » Son inhibition, in vivo, réduirait
proathérogénique in vitro ; les dommages tissulaires et
PCSK9 améliorerait les fonctions
Cellules endothéliales : neurologiques
» Effet incertain sur la fonction - Des mutations gain de fonction
endothéliale seraient associés a la survenue
L . i i de FAVC
Agrégation plaquettaire L’athérosclérose o o )
* Son inhibition diminuerait le
+ Sa concentration serait » Son inhibition réduit le nombre . ,
risque de développer un AVC
associée au recrutement et a de plaques chez la souris et ,
chez ’lHomme
I'agrégation plaquettaire 'Homme

Figure 9 : Réle de PCSK9 au niveau du vaisseau

3- Le cceur

Le réle de PCSK9 au niveau du cceur n'a été étudié que récemment. Les
cardiomyocytes internalisent de fagon plus importante les particules de LDL-ox que
les particules de LDL-c (212). Par ailleurs, I'expression de LOX-1 est plus importante
par rapport a celle du LDLR (213). L’incubation des particules de LDL-ox avec des
cardiomyocytes diminue leur vitesse de relaxation et de contraction (214).

Schluter et al. ont été les premiers a mesurer une expression basale de PCSK9 dans
les cardiomyocytes ventriculaires de rat et démontrer que cette expression est
modulable par les LDL-ox (213). En outre, la supplémentation de ces cellules avec
de la PCSK9 recombinante diminue la vitesse de contraction et de relaxation des
cardiomyocytes. De plus, la vitesse de relaxation et de contraction des
cardiomyocytes de souris Pcsk9”- est augmentée par rapport a des cardiomyocytes
sauvages (Figure 10) (214). Enfin, I'administration d'alirocumab diminue la pression

ventriculaire de coeurs isolés de rats (214).
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a. Effet de PCSK9 au cours de l'ischémie cardiaque

Suite a un infarctus du myocarde, le coeur se retrouve en hypoxie. La reperfusion de
cet organe se met en place afin que celui-ci puisse retrouver sa fonction. Cependant,
cela entraine des conséquences tissulaires avec la production d’espéces réactives
de l'oxygéne (ROS), une dysfonction mitochondriale ainsi que I'apoptose des
cardiomyocytes (215,216).

L’effet de PCSK9 a récemment été étudié au cours de ce processus (Figure 10).
L’exposition de cardiomyocytes, in vitro, a une ischémie augmente I'expression de
PCSK9 qui est corrélée a la production de ROS (130). L’expression de PCSK9 est
également augmentée une semaine aprés l'induction d’'une ischémie cardiaque par
ligature de I'artére coronaire chez la souris et le rat mais cela n’aurait aucun effet sur
'expression du LDLR (130,217,218). En 2018, il a été démontré que la déficience de
PCSK9 ou son inhibition in vivo améliore la fonction cardiaque et réduit la taille de
l'infarctus (130). Chez le rat, I'inhibition de PCSK9 avant l'induction de l'ischémie
améliorerait la fonction du ventricule gauche. L'inhibition de PCSK9 dans ce modéle
limite la production de ROS induits par la dysfonction mitochondriale et diminue
'apoptose des cardiomyocytes (217). Récemment, la ligature de I'artére coronaire
chez la souris Pcsk9” démontre une nette amélioration histologique du tissu
cardiaque avec une diminution de la fibrose et de Tlinfiltration des cellules
inflammatoires et d’'un point de vue fonctionnel une amélioration significative de la
fonction ventriculaire aurait été constatée (218). Chez 'Homme, il semblerait que la
concentration circulante de PCSK9 ne soit pas associée a la sévérité, ni au nombre

d’hospitalisation liée a un infarctus du myocarde (219).
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b. Effet de la délétion totale et spécifique de PCSK9 sur le muscle cardiaque

En 2021, une équipe a comparé I'effet d’'une délétion totale ou hépatique de PCSK9
sur le métabolisme et la fonction cardiaque. La délétion totale de PCSK9 chez la
souris induirait des signes d’hypertrophie cardiaque liée a l'augmentation de
I'épaisseur du ventricule gauche (220). Ces souris seraient également atteintes d’'une
dysfonction mitochondriale cardiaque et d’une altération de la résistance a I'effort.
Ces mesures ont également été réalisées dans un double modéle Pcsk9” Ldlr" qui
ne présente pas de différence avec les souris Pcsk9” suggérant que le LDLR
n’interviendrait pas dans le phénotype (220). Les souris présentant une délétion
uniquement hépatique pour PCSK9 ne présentent pas de difficulté a I'effort indiquant
que les effets observés ne sont pas dus a la forme circulante de PCSK9 (220).
Récemment, une lignée de souris présentant une délétion spécifique de PCSK9
dans les cardiomyocytes (CM-Pcsk97) a été réalisée (221). Les souris CM-Pcsk9”
développent une fibrose cardiaque, une hypertrophie, une dilatation du ventricule
gauche et une réduction de l'espérance de vie de ces souris (Figure 10). Les
auteurs suggeérent que la délétion cardio-spécifique de PCSK9 pourrait induire une
sous-régulation de génes impliqués dans la contraction cardiaque et dans le
métabolisme mitochondrial (221).

Vitesse contractile des cardiomyocytes
+ La PCSK9 recombinante diminue /a vitesse
contractile in vitro
» Cette vitesse serait augmentée chez la souris

Délétion cardiospécifique
Pcsk9"

» Altération du tissu cardiaque
Ischémique cardiaque * Réduction de l'espérance de vie

+ Son expression serait induite au cours des animaux

d’une ischémie in vitro
» Sa délétion ou son inhibition réduit la taille

de l'infarctus in vivo

Figure 10 : Fonctions de PCSK9 au niveau cardiaque
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4- Intestin
L’intestin joue un réle clef dans le métabolisme énergétique. Il est impliqué dans la
digestion des aliments et assure le passage des nutriments vers la circulation
sanguine. De ce fait, cet organe contribue a I'absorption des lipides alimentaires et
est impliqué dans la régulation de la cholestérolémie et des lipoprotéines (222,223).
L’intestin est le second organe majoritaire d’expression de PCSK9 (131,132). PCSK9
est faiblement exprimée au niveau de l'estomac, mais son expression est plus
importante au niveau du duodénum, de l'iléon et du colon. PCSK9 est exprimée par
les entérocytes et les cellules a mucus (131,224). Comme évoqué précédemment, la
comparaison phénotypique des souris présentant une déficience totale ou hépatique
de PCSK9 (132) a souligné I'importance métabolique des tissus extra-hépatiques
dans les actions de PCSKO.
a. Effet de PCSK9 dans I'absorption des lipides

En 2013, l'effet possible de PCSK9 sur I'absorption des lipides alimentaires et sur la
sécrétion des lipoprotéines (chylomicron, VLDL et LDL) a été mesuré in vitro (Figure
11) (61,131). Les auteurs ont utilisé une lignée d’adénocarcinome colorectal humain,
les cellules Caco-2. La premiére donnée essentielle est que la variation d’expression
de PCSK9 dans les Caco2 est associée a une amplitude inverse de sécrétion
basolatérale d’ApoB (61,131). Bien que le mécanisme d’action n’ait pas clairement
été identifié, la répression ou surexpression de PCSK9 dans ces cellules sont
respectivement associées a une réduction ou une induction de I'expression
entérocytaire des transporteurs NPC1L1, CD36 et SRBI (61). Ces données montrent
qgu’in vitro, PCSK9 est capable de moduler I'absorption des lipides alimentaires et
I'excrétion intestinale des lipoprotéines (61). En revanche, notre équipe a mis en

évidence que l'absorption intestinale de cholestérol n’était pas différente entre les
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souris sauvages et Pcsk9” (225). Chez I'Homme, [linhibition de PCSK9 par
evolocumab ne semble pas modifier I'absorption intestinale de cholestérol (226,227).
b. Effet de PCSK9 dans I'homéostasie des lipoprotéines riches en triglycérides

L’intestin joue un réle clef dans la production de lipoprotéines riches en triglycérides
(TRL) (228). L’apport de PCSK9 exogéne augmenterait la production et la sécrétion
des TRL par les Caco-2 (229). Cela serait permis par une augmentation de I'activité
de la triglyceride transfer protein, enzyme impliquée dans la biosynthése des TRL.
De plus, ces données ont été confirmées dans un modéle murin exprimant la forme
humaine de PCSK9 (229).

La lipémie post-prandiale (LPP) se manifeste par une augmentation plasmatique des
TRL notamment les chylomicrons aprés un repas (230). Notre équipe a mis en
évidence que les souris Pcsk9”7 présentent une trés forte réduction de la LPP (131).
Cet effet ne semble pas s’expliquer par une modification de I'absorption intestinale
des lipides ou du temps de transit des animaux (131). En revanche, cela pourrait
s’expliquer par une modification de la sécrétion intestinale des chylomicrons et leur
clairance hépatique (131). Le développement de souris ayant une délétion intestinale
de PCSK9 (souris i-Pcsk9”) a été réalisé par notre équipe afin d’explorer
importance de la forme intestinale intracellulaire de PCSK9 par rapport a la forme
sanguine d’origine hépatique (231). Si la LPP n’est pas différente entre les souris
sauvages et i-Pcsk97, I'inhibition de la forme circulante de PCSK9 par des anticorps
monoclonaux mime les effets de la déficience totale suggérant que c’est la forme
circulante de PCSK9 qui influence majoritairement la LPP (Figure 11) (231).

Il semblerait que la LPP soit diminuée chez les patients porteurs de mutations perte
de fonction pour PCSK9 (232). Cependant, l'injection d’evolocumab chez des

hommes avec un bilan lipémique normal n’aurait pas d’effet au cours de la LPP
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(233). Les études effectuées chez I'Homme ne permettent pas d'établir avec
exactitude si PCSK9 affecte la LPP.
c. Effet de PCSK9 dans I'élimination trans-intestinale du cholestérol

L’excrétion transintestinale du cholestérol (TICE) est la seconde voie d’élimination du
cholestérol plasmatique. Celui-ci permet [I'élimination directe du cholestérol
plasmatique dans la lumiére intestinale. Cette voie majoritaire chez la souris
contribuerait a I'état basal a plus de 30% de I'élimination du cholestérol plasmatique
(234). Le TICE est augmenté in vitro de +103% dans des explants duodénaux de
souris Pcsk9” par rapport a des explants de souris Pcsk9** et de +62% in vivo chez
les souris Pcsk9” par rapport a des souris Pcsk9** (225). Les résultats obtenus par
cette étude démontrent que la PCSK9 circulante régule le TICE d’'une maniére

dépendante du LDLR (Figure 11) (225).

Absorption des lipides Homéostasie des TLR
* Son expression in vitro semble moduler * L'apport de PCSK9 exogene in Vvitro
I'expression de transporteurs intestinaux augmenterait la production et la

de cholestérol sécrétion des TLR
* La lipémie postprandiale des souris

Pcsk97- est réduite

» Chez la souris et 'THomme, il semblerait
que PCSK9 ne module pas I'absorption

intestinale de cholestérol * Les études menées chez I'Homme ne

permettent pas d’établir le role de

Le TICE PCSK9 au cours de la LPP
+ PCSK9 régule le TICE d'une maniere * Les mesures effectuées in vivo ne
dépendante du LDLR semblent pas confirmer ces observations

Figure 11 : Implication de PCSK9 dans I'homéostasie intestinale des lipides

En conclusion, PCSK9 est impliquée dans le métabolisme des lipoprotéines au
niveau intestinal. S’il ne semble pas jouer un rdle important dans I'absorption
entérocytaire des lipides alimentaires, son réle dans la sécrétion d’apoB,
l'empaquetage et la sécrétion des TRL et dans le TICE semble important dans

’lhoméostasie lipidique. Plus récemment, une étude aurait démontré que PCSK9
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pourrait moduler I'état inflammatoire d’'une pathologie intestinale et sera détaillée

dans la partie Il (chapitre 1, 1ll 1).

5- Reins
Au moment de sa découverte, il a rapidement été démontré que PCSK9 était
exprimée au niveau du rein (chapitre 1, 1 1). En 2003, il a été supposé que cette
protéine aurait un role dans le développement de cet organe (1). Plus tardivement,
différentes études se sont intéressées au role potentiel de PCSK9 sur la fonction
rénale ou des pathologies associées a cet organe.

a. Roéle de PCSK9 sur la pression artérielle
Comme indiqué précédemment (chapitre 1, | 5), il a été suggéré que PCSK9
favorise la dégradation du transporteur ENaC mais cette étude n’a pas exploré les
consequences physiologiques ou physiopathologiques telles que I'hypertension
artérielle (75). En 2015, notre équipe a évalué I'effet de PCSK9 dans ce contexte. I
semblerait que l'excrétion rénale de différents électrolytes (sodium, potassium,
chlore) ne soit pas différente entre les souris sauvages et Pcsk9” (76). A I'état basal
ou dans des modéles murins d’hypertension, la déficience en PCSK9 ne semble pas
altérer la pression systolique et diastolique (76) (Figure 12). Comme précisé
précédemment (chapitre 1, |1 4), il semblerait que I'utilisation d’inhibiteurs de PCSK9
n’a pas d’effet sur la pression artérielle ou I'hypertension (Figure 12) (77,78).

b. Effet de PCSK9 dans le syndrome néphrotique
Le syndrome néphrotique se caractérise par un dysfonctionnement de la filtration
glomérulaire favorisant la fuite urinaire des protéines et la baisse de la protéinémie.

L’hypoprotéinémie, en stimulant la production hépatique de VLDL et en réduisant la
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clairance plasmatique des lipoprotéines, favorise la survenue de
I'hypercholestérolémie (235).
L’effet de PCSK9 dans I'hypercholestérolémie associée au syndrome néphrotique a
été étudié en 2016. L’induction de ce syndrome chez la souris C57BI/6J est associée
a une concentration circulante de PCSK9 plus élevée (Figure 12) (236). Par ailleurs,
cette pathologie a été induite chez la souris Pcsk9” et dans un modéle présentant
une délétion hépatique pour PCSK9 (236). Comparé aux souris sauvages atteintes
de ce syndrome, il semblerait que la délétion totale et hépatique de PCSK9 réduisent
la cholestérolémie dans ce contexte (236). Selon cette étude, la concentration
circulante de PCSK9 serait réduite chez les patients en I'état de rémission (Figure
12) (236). Une étude démontre que la concentration plasmatique de PCSK9 est plus
élevée chez les sujets atteints d’'une forte protéinuerie (237). On peut également
évoquer une étude de cas parue en 2017. Il s’agit d’'une patiente atteinte du
syndrome néphrotique, hospitalisée pour une protéinurie dégradée malgré le suivi
d'une thérapie de référence (238). Cette patiente a regu plusieurs injections
d’evolocumab qui auraient amélioré son bilan lipidique et rénal (238). Cette étude de
cas suggere alors que linhibition de PCSK9 pourrait étre bénéfique dans le
traitement de ce syndrome chez 'Homme (Figure 12) (238).

c. Impact de PCSK9 dans la maladie rénale chronique
La maladie rénale chronique est une pathologie qui affecte le fonctionnement des
reins en réduisant leur capacité a filtrer le sang de ses déchets métaboliques. Le
risque de développer une hypercholestérolémie et une athérosclérose est ainsi accru
chez les sujets atteints par cette pathologie (239).
L’'induction d’'une insuffisance rénale chronique chez le rat provoque une

augmentation de [I'expression hépatique et plasmatique de PCSK9, et une
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hypercholestérolémie (240). L'une des complications associées est le
développement d’'une fibrose rénale (241). Chez la souris, la vaccination anti-PCSK9
semble réduire la fibrose rénale et corriger les fonctions rénales (Figure 12) (242).
En 2021, il a été démontré que la concentration circulante de PCSK9 était quasiment
doublée chez les patients atteints de la maladie rénale chronique (Figure 12) (243).
Une étude menée sur 594 patients semble indiquer I'existence d’'une association
négative entre les niveaux circulants de PCSKO9 et le taux de filtration glomérulaire
(170) alors qu’'une étude menée par notre groupe ne semble pas trouver

d’association (244).
Pression artérielle Maladie rénale chronique
» Sa déficience ne modifie pas la pression » La vaccination anti-PCSK9 semble réduire
artérielle chez la souris la fibrose rénale in vivo
* Chez I'Homme, [utilisation d’inhibiteurs de » Sa concentration serait augmentée chez les

PCSK9 n’a pas d’effet sur la pression artérielle patients

Syndrome néphrotique
+ Ce syndrome augmente I'expression de PCSK9 in vivo
» Sa concentration serait diminuée chez les patients en rémission

» Son inhibition améliorerait les symptdomes selon une étude de cas

Figure 12 : Impact de PCSK9 sur les fonctions et pathologies rénales

En conclusion, il semblerait que PCSK9 n’a pas d’effet dans la régulation de la
pression artérielle. En revanche, elle serait impliquée dans le développement de
'hypercholestérolémie qui survient suite a un syndrome néphrotique ou a une
insuffisance rénale chronique. Actuellement, il semblerait qu’aucune étude n’ait pu
aborder l'impact direct de PCSK9 au cours du syndrome néphrotique et non de ces
conséquences. En revanche, on peut supposer que [linhibition de PCSK9
améliorerait la fonction rénale au cours du développement de la fibrose rénale et de

la maladie rénale chronique chez I'animal.
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6- Pancréas

Le pancréas est un organe exocrine et endocrine qui sécréte des enzymes
nécessaires a la digestion des aliments et sécréte différentes hormones telles que
l'insuline ou le glucagon. Initialement, I'expression de PCSK9 a d’abord été mise en
évidence dans des lignées de cellules B immortalisées de rats et de souris (Figure
13) (1,132). A l'instar de ce que I'on observe dans le foie, la présence de PCSK9
affecte le niveau d’expression du LDLR dans les ilots de Langerhans (245). La
localisation d’expression précise de PCSK9 au sein de l'llot de Langerhans reste un
sujet de débat (Figure 13). Notre équipe a montré chez ’'Homme, que PCSKS9 serait
exprimée dans les cellules d mais pas dans les cellules a, ni les cellules 3 (245). Une
seconde étude montre une localisation au niveau des cellules 3 de pancréas humain
(246) et une troisieme retrouve I'expression de PCSK9 colocalisée avec la
somatostatine qui est produite dans les cellules d (247).

Le diabéte est une pathologie chronique caractérisée par une hyperglycémie, un
défaut de production / sécrétion d’insuline ou encore par une insulinorésistance. |l
semblerait que la surexpression du LDLR au niveau des cellules (3 soit cytotoxique et
conduirait a leur dysfonctionnement (248).

L’étude de Cédric Langhi a établi que la réponse a un test de tolérance au glucose
est similaire entre les souris sauvages et Pcsk9” en condition basale ou lors d’un
diabéte induit par streptozotocine (Figure 13) (245). A l'opposé, les travaux de
Mbikay démontrent que les souris Pcsk9” développent les caractéristiques d’'un
diabéte a l'état basal ou induit par un régime riche en sucre thyperglycémie,
diminution de la concentration plasmatique et pancréatique en insuline et atteinte
tissulaire du pancréas) (Figure 13) (249,250). Il a été suggéré que les souris Pcsk9™

présentent un défaut de la sécrétion de l'insuline (251). Cet effet serait dépendant du
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LDLR car les souris Ldlr’- Pcsk9” ne développent pas les caractéristiques d’un
diabéte (251). La surexpression pancréatique du LDLR induite par la déficience en
PCSK9 conduirait a 'accumulation de cholestérol au sein des cellules 3 et donc a
leur dysfonctionnement (249-252). Il semblerait que ni la délétion hépatique, ni la
délétion spécifique de PCSK9 dans les cellules B in vivo induisent un diabéte
(251,253). Il n'est actuellement pas possible de conclure sur si I'effet de PCSK9 dans
la régulation de la glycémie est lié a sa forme intracellulaire ou circulante (Figure
13).

Bien que la concentration plasmatique de PCSK9 ne soit pas associée au
développement du diabete (44,254), plusieurs études suggérent que des variants
associés a une perte de fonction sont corrélés a une insulinorésistance ou a
'augmentation de la glycémie a jeun (Figure 13) (39,255,256). Cependant, une
étude précise que deux variants perte de fonction, A443T et C679X, ne seraient pas
associés au développement du diabéte (257). De plus, l'utilisation d’inhibiteurs de

PCSK9 ne présente pas de contre-indication chez le patient diabétique (Figure 13)

(258,259).
Expression
» Elle serait exprimée dans des lignées de cellules  de rats et de souris Le diabéte - in vivo
+ Son expression précise chez 'Homme reste un sujet de débat + Une étude parue en 2009 semble
indiquer que la délétion de PCSK9 n’a
Le diabéte — chez ’'Homme pas d’effet

« Certains variants perte de fonction » Plusieurs études publiées par la suite

seraient associés a la survenue du démontrent que la délétion de PCSK9

diabéte induit un diabéte

» L'utilisation des anticorps anti-PCSK9 * Les études ne permettent pas d'établir

nest pas contre-indiquée chez les quelle forme de PCSK9 régulerait ce

diabétiques processus

Figure 13 : La délétion de PCSK9 pourrait étre associée au développement du diabéte
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En conclusion, il semblerait que 'augmentation de I'expression du LDLR induite par
la délétion de PCSKO9 participe a la dysfonction de la cellule B et donc a la survenue

d’un diabéte.

[lI-  Implication de PCSK9 dans la régulation de I'immunité
En 2008, une nouvelle fonction extra-hépatique de PCSK9 a été suggérée. Selon les
travaux de Feingold et ses collegues, I'administration de différentes molécules
inflammatoires stimulerait I'expression hépatique de PCSK9 chez la souris (260). Les
auteurs sont alors les premiers a poser I'hypothése que linflammation pourrait
induire I'expression de PCSK9 (260). Par la suite, plusieurs études se sont
intéressées au possible effet de PCSK9 au sein du systéme immunitaire et de la
réponse inflammatoire induite par certaines pathologies.

1- Pathologies inflammatoires

a. L’athérosclérose

Le processus inflammatoire est impliqué dans la pathophysiologie de
'athérosclérose (261). Dans un contexte d’hypercholestérolémie, les monocytes
circulants sont recrutés au sein des plaques d’athérome et se différencient en
macrophages (262). Ces macrophages produisent et sécrétent de I'interleukine (IL)-1
et du tumor necrosis factor (TNF)-a (262). Celles-ci participent alors a I'inflammation
vasculaire et locale au sein des plaques. Elles favorisent le recrutement d’autres
cellules immunitaires telles que les lymphocytes T, les cellules dendritiques (DC), les
monocytes ou les macrophages (262).

En 2016, une équipe a mesuré l'effet possible de PCSK9 sur l'inflammation des

plaques d’athérome. Pour ce faire, les auteurs ont transféré des cellules de la moelle
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osseuse d’une souris exprimant la forme humaine de PCSK9 a une souris ApoE”
(263). La forme humaine de PCSK9 a été détectée dans les plaques d’athérome des
souris receveuses (263). Selon les auteurs, I'accumulation locale de PCSK9 dans
ces plagues augmenterait le nombre de monocytes présents au sein de ces plaques
(263). Les auteurs ont ensuite récolté les macrophages péritonéaux des animaux et
les ont mis en culture avec du LPS afin d’'induire un phénotype pro-inflammatoire
noté M1 (263). Les macrophages provenant de souris ApoE” exprimant la forme
humaine de PCSK9 expriment plus de TNF-a et d’'IL-1 et moins d’'IL-10, une cytokine
anti-inflammatoire (263). La méme expérience sur des souris Pcsk9” révéle que la
déficience en PCSK9 réduit I'expression de TNF-a et d’'IL-1 de 44% et 50%

respectivement (263).

Dans le contexte de I'athérosclérose, différentes études ont mesuré le role possible
de PCSK9 directement sur les cellules immunitaires impliquées dans cette

pathologie.

Les monocytes se distinguent en trois populations. Les monocytes classiques ont
pour principale fonction la phagocytose. Les intermédiaires ont une fonction dans
linflammation et la phagocytose. Enfin, les non classiques sont impliqués dans la
réponse inflammatoire (264). Les monocytes sont recrutés au sein des plaques
d’athérome via le récepteur a chimiokine CCR2 (C-C chemokine receptor type 2). I
aurait pour ligand, monocyte chemoattractant protein (MCP)-1, une cytokine qui
permet le recrutement des monocytes dans la paroi artérielle et qui est produite par

les macrophages et les CML.
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L'expression monocytaire de CCR2 est trois fois plus élevée chez des patients FH
par rapport aux témoins sains appariés et est associée au contenu intracellulaire des
monocytes en lipides (265). La mise en place d’'un traitement a base d’inhibiteurs de
PCSKO9 réduit le contenu intracellulaire en lipides et baisse de 60% I'expression de
CCR2 de monocytes isolés chez ces patients (265). L'impact de l'inhibition de
PCSK9 sur I'expression monocytaire de CCR2 chez 'Homme a été confirmé plus
récemment (266). Ainsi, il semble que l'inhibition de PCSK9 pourrait réduire le profil
inflammatoire des monocytes (Figure 14). Dans une étude, incluant 69 patients
atteints d’'une maladie coronarienne stable, une analyse du lien entre les
concentrations circulantes de PCSKO9 et les différentes classes de monocytes a été
réalisée (267). Les concentrations plasmatiques en PCSK9 sont négativement
corrélées aux nombres de monocytes non classiques et positivement associées aux

monocytes classiques (267).

Il existerait deux types de macrophages : les M1 dits pro-inflammatoires et les M2 qui
seraient associés a une réponse anti-inflammatoire. Les macrophages M1 sécrétent
des cytokines proinflammatoires : I'lL-183, I'lL-6 et le TNFa. Les M2 produisent de I'lL-
10 et du TGF-B. Au sein des plaques d’athérome, on retrouve un nombre plus
important de macrophages de type M1 et une expression importante d’'IL-13, d’IL-6
et de TNFa (268).

L’apport de LDL-ox augmente in vitro I'expression de PCSK9 et la production et la
sécrétion d’'lL-1a, d'IL-6 et de TNF-a par des macrophages humains de type THP-1
(268). La répression d’expression par siRNA de PCSK9 diminue la production et la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires dans ce modele (Figure 14) (268). De

méme, I'expression du TNF-qa, de I'lL-6 et de I'lL-1B est également diminuée dans
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des macrophages murins RAW 264.7 ou I'expression de PCSK9 a été réprimée par
siRNA (269). Plus récemment, I'effet de PCSK9 sur la polarisation des macrophages
a été observé dans un modele d’'infarctus du myocarde chez la souris (270). Les
auteurs suggerent que PCSK9 pourrait agir sur leur polarisation en agissant via un
axe TLR4/MyD88/NF-kB (270). En 2018, une équipe s’est intéressée au rdle de
PCSK9 dans [l'état inflammatoire de ces cellules en utilisant un modéle de
macrophages dérivés de cellules sanguines (271). L’apport de PCSK9 recombinante
augmente I'expression d’IL-13, d’'IL-6 et de TNF-a et stimule également I'expression
de MCP-1 et de CXCL2, deux chimiokines favorisant le recrutement des monocytes
(271). Ces effets sont reproduits via une co-culture avec des cellules hépatiques de
type HepG2 suggérant I'importance fonctionnelle de la forme circulante d’origine
hépatique. En revanche, cet effet est partiellement perdu dans des macrophages
déficients pour le LDLR (271). Cette dépendance vis a vis du LDLR a été réecemment
remise en question. En effet, la surexpression hépatique de PCSK9 chez la souris
LdiIr augmente I'expression d’IL-1B, de TNF-a et de MCP1 dans une culture de
macrophages péritonéaux issus de ces souris (272). Une étude récemment publiée
propose une alternative intéressante (273). Les VLDL favorisent la différenciation
des cellules mononucléaires vers un phénotype anti-inflammatoire (273). PCSK9, par
sa capacité a inhiber l'expression du récepteur au VLDL-R, inverse l'action anti-
inflammatoire des VLDL, favorisant ainsi un phénotype pro-inflammatoire (Figure 14)

(273).

Les cellules dendritiques sont des cellules dites présentatrices de I'antigene qui

expriment une molécule du CMH. De ce fait, elles sont impliquées dans l'activation,

la polarisation et I'expansion des LT. La maturation des DC se caractérise par une
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forte expression de molécules de costimulation telles que le CD86, le CD80, le CD83
et HLA-DR. Elles sont susceptibles de produire et sécréter différentes cytokines
telles que le TNF-a, I'lL-1B, I'lL-6 dans un contexte inflammatoire. Elles peuvent
également sécréter de I'lL-10 ou du TGF- dans un contexte anti-inflammatoire. Les
DC sont présentes au sein de la plaque athéromateuse et participent au maintien de
l'inflammation locale par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (274).

In vitro, il a été démontré que l'apport de LDL-ox augmenterait I'expression de
molécules de costimulation décrites précédemment (275). Dans ce contexte,
'expression de PCSK9 est augmentée de maniére dose dépendante par les LDL-ox
(275). L’inhibition de PCSK9 par siRNA in vitro réduit I'expression des molécules de
costimulation citées précédemment et la sécrétion de cytokines proinflammatoires
(Figure 14) (275). Le mécanisme d’action reste a étre pleinement caractérisé mais
les auteurs de cette étude pointent I'implication de deux régulateurs potentiels :
SOCS1 (suppressor of cytokine signaling protein 1) et BLIMP1 (B lymphocyte-

induced maturation protein 1) (275).

Les Th17 sont notamment présents dans les Iésions athérosclérotiques des souris et
patients atteints d’hyperlipémie (276-278). Comme indiqué précédemment (chapitre
1, Il 2b), la délétion de PCSK9 dans le modeéle Ldir"Apobec1” empéche
linflammation de type Th17 (278). Une étude plus récente confirme ce résultat et le
fait que PCSK9 ait un effet profond sur I'expansion des cellules productrices d'IL-17
(279). Bien que son implication fonctionnelle n’ait pas été pleinement démontrée, les
auteurs de ce travail suggéere que Rorc, un facteur de transcription, pourrait étre
impliqué dans l'effet de PCSK9 sur la polarisation vers le profil Th17 (Figure 14)

(279).
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En 2018, une équipe a mesure les effets d’'une surexpression hépatique de PCSK9
dans un modéle de souris au profil immunitaire humanisé (280). Cette étude met en
évidence que la concentration circulante de LT humains est augmentée par la
surexpression de PCSK9 (280). Les LT de type effecteur mémoire sont augmentés
dans le compartiment sanguin, pulmonaire et splénique alors que la proportion de
lymphocytes T régulateurs (Treg) est réduite dans le sang et la rate des animaux
(280).

Une analyse de corrélation entre les niveaux sanguins de PCSK9 et le nombre de
cellules immunitaires a été réalisée dans une cohorte de patients avec une maladie
coronarienne stable et montre une corrélation positive entre PCSK9 et le nombre de
lymphocytes (281). Comme décrit précédemment (cf chapitre 1, lll 3a) I'inhibition
pharmacologique de PCSK9 n’a pas d’effet sur le pourcentage de LT circulants et les
différentes sous classes de lymphocytes CD4* (266). Cependant, elle favorise
'expression d’'un marqueur d’activation des Treg (Figure 14) (266). En conclusion,
PCSK9 pourrait promouvoir I'expansion et la différenciation des LT vers un profil
inflammatoire. Son inhibition pourrait diriger leur polarisation vers un profil anti-
inflammatoire.

Inhibition de PCSK9

»
// \\
@ % o

Monocytes Macrophages Cellules dendritiques Lymphocytes T
Réduit lexpression Diminue la sécrétion Réduit la sécrétion Diminue la sécrétion
p cytokines cytokines pro- d’IL-17 et I’ expression
de CCR2 . . . .
proinflammatoires inflammatoires de Rorc

Augmente I'expression
Induit un phénotype | Induit un phénotype | d’un marqueur activation
anti-inflammatoire anti-inflammatoire des Treg

Diminue le profil
inflammatoire

Figure 14 : L’inhibition de PCSK9 confére un profil anti-inflammatoire sur différentes cellules immunitaires
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b. L’hypercholestérolémie familiale

L’HF implique une inflammation systémique de bas grade caractérisée par une forte
concentration plasmatique de TNF-a (261). En 2022, leffet de [Iinhibition
pharmacologique de PCSK9 sur cette inflammation a été vérifié dans une cohorte de
sujets atteints d’HF traités pendant 8 semaines (266). Les principaux résultats
mettent en évidence que l'alirocumab induit de profondes modifications telles que: 1)
une réduction de lactivation plaquettaire ; 2) une diminution de l'expression de
CD11b (marqueur d’activation des neutrophiles, éosinophiles & monocytes) ; 3) une
baisse de l'expression des récepteurs aux chimiokines au niveau monocytaire
(CX3CR1 et CCR2), 4) une expression atténuée des récepteurs CX3CR1 et CX3CR6
au niveau des LT ; 5) une augmentation de l'activation des Treg (CD69) (266). Ces
modifications s’accompagnent de changement des concentrations des modulateurs
inflammatoires solubles avec une baisse significative de I'lL-8/CXCL8, de I'éotaxine-
2/CCCL24, de [I'IFNy, de CXCL16 et une augmentation des concentrations
plasmatiques de I'lL-10, une cytokine anti-inflammatoire (266).

c. Maladies inflammatoires de la peau

Le psoriasis est une maladie inflammatoire systémique qui se caractérise par
'apparition de plaques rouges au niveau de la peau (282). Elle est fréequemment
associée a des troubles métaboliques, notamment un taux élevé de lipoprotéines de
faible densité (282).

L’expression de PCSK9 au sein des plaques cutanées des patients atteints de
psoriasis est trés fortement augmentée par rapport a la couche cutanée de patients
sains (283). Sur la base de cette observation, Luan et ses collégues ont testé

limpact fonctionnel de PCSK9 sur un modéle murin de psoriasis induit
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pharmacologiquement par application d’imiquimod (283). Leurs travaux montrent que
la répression siRNA dépendante de PCSK9 entraine une diminution de la réaction
inflammatoire induite par I'imiquimod et inhibe I'hyperprolifération des kératinocytes
(Figure 15) (283). De plus, la répression de PCSK9 modifie significativement le cycle
cellulaire et induit I'apoptose des kératinocytes humains (283). La méme équipe a
trées récemment démontré que [inhibition de PCSK9 interrompt également le
dialogue entre les kératinocytes et les macrophages et prévient ainsi les dommages
cutanés induits par les UV B (284).

De maniére cohérente, la concentration circulante de PCSK9 est augmentée chez le
sujet atteint de psoriasis (285,286) et diminuerait lorsque les patients sont traités
avec une thérapie de référence (286). Enfin, 13 variants de PCSK9 ont été
récemment associés a cette pathologie dont le variant rs662145 C > T (associé a

une diminution de la cholestérolémie) qui serait le plus prévalent (287).

Le lupus érythémateux systémique est une maladie auto-immune qui cible le tissu
conjonctif. Il a été suggéré que les patients atteints de cette pathologie seraient
sujets au développement précoce de l'athérosclérose (288). La concentration
plasmatique de PCSK9 est plus forte chez les patients atteints d’un lupus
erythémateux systémique et serait réduit a 'aide d’'une thérapie de référence (288).
Dans le contexte de cette pathologie, il existe une corrélation positive entre la
concentration circulante de PCSK9 et la protéine C réactive (CRP) (288). Selon les
auteurs, cela pourrait suggérer que PCSK9 serait associée a I'état inflammatoire du
lupus érythémateux systémique. En revanche, deux études parues en 2020
semblent avoir des résultats opposés (Figure 15). La premiére ne semble associer la

concentration plasmatique de PCSK9 avec la survenue de cette pathologie chez
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'Homme (289) alors que la seconde démontre une diminution de la concentration
circulante chez le patient (290).

d. Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin
Les maladies inflammatoires chroniques de Tlintestin (MICI) rassemblent un
ensemble de pathologies inflammatoires localisées au niveau du colon (291). Ces
pathologies comprennent la colite ulcérative, la recto-colite hémorragique ou encore
la maladie de Crohn. La physiopathologie des MICI implique une infiltration de
cellules inflammatoires tels que les LT de type Th17 et des neutrophiles et des
concentrations élevées en IL-1, I'lL-6 et la CRP (292). Comme nous l'avons décrit
précédemment (cf chapitre 1, Il), PCSK9 est associée a la concentration de ces
cytokines proinflammatoires.
La colite chronique peut étre induite chez le rat par une administration intra-rectale
d’acide 2,4,6-trinito benzene sulfonique (293). En 2020, il aurait été démontré que
'expression colique de PCSK9 serait plus importante dans ce modéle (293).
L’inhibition de PCSK9 dans ce modéle semble limiter la perte de poids de I'animal,
ameéliore le score histologique du tissu colique et diminue [lactivité de la
myélopéroxidase (293). L’inhibition de PCSK9 réduit également I'expression colique
du TNF-a, de I'lL-1, de l'IL-6 et de MCP-1 (293). (Figure 15). Les concentrations
plasmatiques de PCSK9 sont augmentées chez les patients atteints de coliques
ulcératives et présentant des concentrations élevées en CRP (Figure 15) (294).

e. La polyarthrite rhumatoide
La polyarthrite rhumatoide est une pathologie inflammatoire systémique qui affecte
les articulations et notamment, la membrane synoviale qui tapisse l'intérieur de la
capsule articulaire (295). Les lymphocytes T de type Th1, sont particulierement

abondants au niveau des articulations (295). La sécrétion de l'interféron (IFN)-y par
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les Th1 permet le recrutement de macrophages qui sécretent une cytokine
proinflammatoire majoritairement impliquée dans cette pathologie, le TNFa (296).
Ainsi, 'immunothérapie par anti-TNFa serait actuellement le traitement de référence
de la polyarthrite rhumatoide mais environ 30% des patients y seraient résistants
(296).

En 2021, Frostegard et ses collegues se sont intéressés a I'effet possible de PCSK9
dans le contexte inflammatoire de cette pathologie et ont tout d’abord démontré que
les patients en rémission aprés un an de traitement anti-TNFa présentaient des
concentrations plasmatiques de PCSK9 plus basses que les patients non en
rémission (297). Leur analyse mécanistique souligne que PCSK9 favorise la
sécrétion de TNFa et d’IL1B par les macrophages et de MCP1 par les synoviocytes
(297). In vitro, il semblerait donc que PCSK9 participe a la sécrétion de cytokines
proinflammatoires impliquées dans la physiopathologie de la polyarthrite rhumatoide
(Figure 15).

En 2016, une premiere étude menée chez 'lHomme semble associer PCSK9 a la
survenue de MCV dans une population de patients atteints de polyarthrite
rhumatoide mais paradoxalement la concentration plasmatique de PCSK9 apparait
moins importante chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoide (298).

Pathologies cutanées Polyarthrite rhumatoide Maladies inflammatoires chroniques de
) ) o I'intestin
La répresJCEEEgiRO  réduit PCSKQ participerait a la sécrétion Son inhibition andliore
l'inflammation induit par le psoriasis i : :
Plusi stud ¢ de cytokines proinflammatoires linflammation intestinale et limite
usieurs études ne sont pas en
d - — par les macrophages et les la sévérité de la colite chez le rat
accord concernant I'association de . =
. synoviocytes in vitro Sa concentration est augmentée
la concentration de PCSK9 et la
) ) chez les patients atteints de
survenue du lupus érythémateux
2P, colite
systémique

Figure 15 : Implication de PCSK9 dans différentes pathologies inflammatoires
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2- Pathologies infectieuses

a. Infections bactériennes
Le choc septique est une complication sévéere d'une infection bactérienne,
caractérisée par une inflammation exacerbée, une chute drastique de la pression
artérielle et la dysfonction de plusieurs organes. L’étude de Keith Walley démontre
que la délétion et l'inhibition de PCSK9 chez la souris améliore les conséquences
(chute de la température et de la pression artérielle, inflammation, dysfonction multi-
organe et mortalité) d’'un choc septique induit par LPS ou par libération du contenu
fécal (299,300). Chez 'Homme, la perte de fonction pour PCSK9 améliore les
complications de cette pathologie alors que les sujets porteurs de mutations gain de
fonction présentent un phénotype aggrave (300,301). Suite a une infection
bactérienne ou au cours d’'un choc septique, la concentration circulante en PCSK9
se trouve augmentée et associée a une réduction de la clairance du LPS (302,303).
En effet, les LPS peuvent s’intégrer aux particules de LDL-c et sont éliminés de
'organisme par leur fixation au LDLR hépatique (304,305). En conclusion, PCSK9
pourrait moduler la sévérité du choc septique par I'expression hépatique du LDLR
(300).

b. Infections virales

Le virus de I'hépatite C affecte environ 3% de la population mondiale (306,307). Ce
virus a un tropisme particulier pour les hépatocytes (306,307) et y serait internalisé
associé a des lipoprotéines via le LDLR et CD81 (308). Ce virus stimule I'expression
hépatique du LDLR par des voies transcriptionnelles (via une activation de SREBPSs)
et post-traductionnelles (en réduisant I'expression de PCSK9) (308). L’apport de

PCSK9 sauvage ou gain de fonction ou sa surexpression dans une culture de Huh7
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est également capable de réduire la réplication du virus de I'hépatite C (308-310).
En revanche, l'inhibition de PCSK9 in vitro ne semble pas moduler I'expression de
CD81, ni linfection virale (64). La concentration plasmatique de PCSK9 serait
diminuée chez des sujets infectés par le génotype 3 de ce virus (311) mais

augmentée chez les patients qui répondent a la thérapie antivirale (309).

Le virus de 'immunodéficience humaine (VIH) cible et affecte les LT de type CD4".
En absence de traitement, les patients développent une défaillance généralisée du
systéme immunitaire. Cette infection virale serait également associée a une
modification de la lipidémie telle qu’'une concentration plasmatique du LDL-c et des
triglycérides augmentée (312,313). Il a été estimé que les MVC seraient la premiére
cause de morbidité et mortalité chez les sujets atteints du VIH (314,315). Si on prend
en compte ces évidences, il se pourrait que PCSK9 soit impliquée dans les
complications métaboliques liées au VIH.

La concentration plasmatique de PCSK9 serait élevée chez les patients porteurs du
VIH (316,317). Deux marqueurs d’activation endothéliale, la P-selectine et la
thrombomoduline, seraient induits chez les patients séropositifs (316,317). La
concentration plasmatique d’lIL-6 serait étalement plus importante chez ces patients.
Par ailleurs, ces marqueurs d’activation endothéliale et I'lL-6 seraient corrélés a la
concentration plasmatique PCSK9 (316,317). En revanche, I'evolocumab n’aurait
pas d’effet sur la concentration d’'IL-6 ou du TNF-a chez des patients atteints de VIH
(318). Cependant, elle réduirait la concentration plasmatique en LDL-c et améliorerait

la fonction coronarienne chez ces patients (318).
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Dans sa forme la plus séveére, I'infection par le coronavirus SARS-CoV-2 ou Covid-19
peut induire un syndrome de détresse respiratoire aigu et une inflammation
systémique (319). La concentration plasmatique d’IL-6 élevée serait associée a un
pronostique plus sévere (320). Tres récemment, une étude a pu mesurer les effets
d’'une inhibition de PCSK9 par evolocumab chez le sujet atteint du Covid-19 (321).
L’inhibition de PCSK9 réduirait la concentration plasmatique d’IL-6 chez les patients
et permettrait la réduction du temps sous intubation (321). Elle diminuerait la durée

de I'hospitalisation des patients et de la mortalité associée cette pathologie (321).

Chaque année, 390 millions de personnes seraient infectées par le virus de la
Dengue (322). Les sites de réplication de ce virus seraient le foie, la rate et les
ganglions lymphatiques (323,324). L’infection serait souvent asymptomatique mais
dans certains cas, elle ménerait a la dysfonction de certains organes et a une
hémorragie interne (325).

En 2020, il a été démontré que l'infection du virus de la Dengue dans les cellules
Huh7 augmenterait I'expression de PCSK9 (326). Selon cette étude, I'apport de
PCSK9 dans différents types cellulaires humains (les cellules Huh7, une culture
primaire de monocytes et des monocytes dérivés de moelle osseuse) favoriserait
l'infection virale (326). L’inhibition de PCSK9 diminuerait l'infection virale in vitro
(326). La concentration de PCSK9 augmenterait avec le grade de la pathologie chez
'Homme et serait associée a la concentration de virus dans le sang des patients
(326). Une concentration plasmatique de PCSK9 augmentée serait associée a un

risque plus important chez le patient infecté par ce virus (326).
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3- PCSK9 module l'inflammation par la voie TLR4/NF-kB

NF-kB est un facteur de transcription qui régule plusieurs processus biologiques tels
que l'inflammation, 'apoptose et la prolifération cellulaire (327). L’activation de NF-kB
permet I'activation de genes codant pour des cytokines pro-inflammatoires tels que le
TNF-a, I'IlL-6 ou ['lL-1B. Au cours de processus inflammatoires tels que
I'athérosclérose, I'inhibiteur de ce facteur de transcription, IkB-a, est phosphorylé et
dégradé. Cela libére NF-kB et permet sa translocation au niveau du noyau et
I'activation de ses génes cibles (268).

La répression d'expression de PCSK9 dans les macrophages THP-1 empéche la
dégradation de IkB-a et réduit la translocation nucléaire de NF-kB (268). Alors que
'apport de PCSK9 recombinante active la voie NF-kB dans ces mémes cellules
(271). Ceci a été renforcé par une étude indépendante qui montre que la
supplémentation de PCSK9 dans une culture de macrophages augmente la forme
phosphorylée de IkB-a et I'expression de la sous-unité P65 de NF-kB (269). Au-dela
de NF-kB, la répression de PCSK9 dans une culture de macrophages réduit
'expression du TLR4 (328). La méme année, il a été montré que PCSK9 participe a
la production d’une glycoprotéine associée a des récepteurs de cytokines par la
stimulation de la voie TLR4/NF-kB (329). L’ajout d’un inhibiteur du TLR4 sur une
culture de macrophages RAW246.7 en présence de PCSK9 recombinante
empécherait leur différenciation vers la voie inflammatoire (218). L'inhibition de
PCSK9 sur des cellules endothéliales réduit également I'activation de NF-kB (266).
La répression de PCSK9 chez la souris ApoE” diminue I'expression aortique du
TLR4 et de NF-kB (82). Cet effet sur TLR4 a également été observé dans un modéle
de colite inflammatoire (293). L'expression des acteurs de la voie TLR4/NFkB est

diminuée aprés une ischémie cardiaque chez la souris Pcsk9” (218). En 2022, il a

63



Chapitre 1 : PCSK9, un régulateur du métabolisme du cholestérol

été suggeré qu’'un traitement pour le syndrome polykistique de l'ovaire aurait des
effets bénéfique sur l'atteinte du tissu cardiaque en inhibant la voie PCSK9/NF-kB
(330).

4- PCSKO9 est impliquée dans les pathologies cancéreuses

a. Géneralités sur le cancer
Le développement d'une tumeur dépend de différents facteurs. Le mécanisme
d’apoptose peut étre inhibé au sein de ces cellules via une réduction de I'expression
de facteurs pro-apoptotiques et/ou la surexpression de facteurs pro-apoptotiques. Le
microenvironnement tumoral serait €également impliqué dans le processus tumoral et
empécherait le développement d’'une réponse immunitaire spécifique. Cette réponse
est principalement médiée par I'activité des lymphocytes CD8" qui serait inhibée par
les cellules tumorales. Les lymphocytes CD8* expriment PD1 (programmed cell
death 1) qui fixe le PD-L1 produit par des cellules tumorales (331). La liaison entre
PD1 et son ligand inhibe I'activité des LT et permet a la tumeur de se développer.
Une immunothérapie sous anticorps anti-PD1 empéche linhibition des LT par les
cellules tumorales et permet I'activation des LT présents dans le microenvironnement
tumoral donc le développement d’'une réponse immunitaire spécifique de la tumeur
(331).

b. Implication du métabolisme du cholestérol dans le développement tumoral
Plusieurs études suggérent que les cellules cancéreuses accumulent de fagon
massive du cholestérol du fait d’'une internalisation accrue de cholestérol exogéne
(332—334). De plus, la synthése endogéne de cholestérol est augmentée au sein des
cellules cancéreuses (332-334). Le métabolisme du cholestérol régulerait
I'activation, I'expansion, la fonction (335-337) et la différenciation d’une population

de LT CD8" particulierement active dans la réponse anti-tumorale (338). Une baisse
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de la cholestérolémie pourrait renforcer les effets d’'une immunothérapie par transfert
adoptif de LT (338). A l'inverse, un métabolisme du cholestérol particulierement actif
participerait au développement tumoral.

c. Description du réle de PCSK9 dans différentes tumeurs

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) représente 90% des cancers hépatiques et la
troisieme cause de mortalité par cancer (339,340), c'est une tumeur agressive
souvent associée au développement de métastases (341). Parmi différents facteurs
de risque, l'infection au virus de I'hépatite C est la plus fréquente (342). En dépit des
thérapies actuelles, la récurrence du CHC est importante et de nouvelles thérapies
sont requises (341).

La répression d’expression de PCSK9 par shRNA est associée a une baisse de
prolifération des cellules HepG2 du fait une activité apoptotique plus importante
(343). A Tinverse, la surexpression de PCSK9 dans des cellules HCCLM3 stimule
leur prolifération et diminue leur apoptose (343). PCSK9 agirait en modifiant le ratio
d’expression de la molécule anti-apoptotique, Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) et des
molécules pro-apoptotiques BAX, caspase 3 & 9 (Figure 16) (343). Cependant, une
étude parue 'année suivante apporte des résultats différents. Une expression réduite
de PCSK9 dans les cellules HepG2 favorise leur prolifération et sa surexpression
dans un modéle cellulaire d’hépatocarcinome réduit 'expression du marqueur de
prolifération : proliferating cell nuclear antigen (PCNA). Dans ce modele, I'expression
de marqueurs anti-apoptotiques est réduite (344).

Ces deux études ont ensuite vérifié leurs observations in vivo en injectant les cellules
tumorales afin d’'induire un CHC. La surexpression de PCSK9 dans une lignée

d’hépatocarcinome injectée a la souris augmente le volume et le poids de la tumeur

65



Chapitre 1 : PCSK9, un régulateur du métabolisme du cholestérol

par réduction de l'apoptose (343). Cependant, I'expression de PCSK9 dans une
autre lignée réduit le volume de la tumeur lors d’'une administration in vivo (344). La
sous-expression de PCSK9 dans les HepG2 augmente le volume de la tumeur chez
la souris (344). Ces deux études obtiennent donc des résultats opposés cela ne
permet pas de conclure quant a I'effet bénéfique ou non de PCSK9 dans le CHC
(Figure 16).

Les mesures effectuées chez le patient démontrent que I'expression de PCSK9 n’est
pas corrélée au grade de la tumeur (345). Chez des patients infectés au virus de
'hépatite C, la concentration circulante de PCSK9 est réduite chez les patients
atteints d’'un CHC (346). Selon les travaux de Zhang et ses collégues, I'expression
intra-tumorale de PCSK9 est positivement corrélée a la taille de la tumeur (343). De
plus, la durée entre la résection de la tumeur et la récidive de celle-ci est associée a
'expression intra-tumorale de PCSK9 (343). Cependant, ces données sont
contredites par une autre étude qui observe que la faible expression tumorale de
PCSKS9 est associée a une survie diminuée et s’associe également a une réduction

de la durée avant la récidive de la tumeur (344).

Un lien entre PCSK9 et le cancer du sein a été également établi. La pseurotine A, est
un meétabolite capable d’inhiber la prolifération de lignées tumorales mammaires
humaines. In vivo, l'injection de pseurotine A diminue I'expression hépatique de
PCSK9 dans un modéle atteint d’'une tumeur mammaire (347). En 2019, l'utilisation
d’'une thérapie anti-PCSK9 donnée seule ou en combinaison avec une
chimiothérapie inhibe le développement d’'une tumeur mammaire pour deux souris
sur cing et augmente la survie des animaux (348) (Figure 16). Certains variants de

PCSK9 associés a une augmentation de la concentration de LDL-c augmentent le
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risque de développer un cancer du sein chez la femme (Figure 16) alors que les

variants « perte de fonction » inversent cette tendance (349).

L’apport d’'un siRNA anti-PCSK9 atténue la prolifération des cellules A459, modele
d’étude des tumeurs pulmonaires (350). L’apoptose de ces cellules est induite par
l'inhibition de PCSKO in vitro via 'augmentation d’expression de la caspase 3 (Figure
16) (350).

Cependant, les études décrites chez 'Homme associeraient cette protéine a la
séverité de ces cancers. Bonaventura et ses collégues montrent que la concentration
plasmatique de PCSK9 est positivement associée avec la séveérité de la tumeur
pulmonaire (Figure 16) (351). Plus recemment, une forte expression intra-tumorale
de PCSK9 chez 'Homme est associée a une faible infiltration intra-tumorale de

lymphocytes CD8* et a une moins bonne réponse a la thérapie anti-PD1 (352).

La variation d’expression de PCSK9 dans une lignée de mélanocytes murins a
permis de mettre a jour une implication fonctionnelle. Ainsi, 'expression de la forme
sauvage augmente la migration de ces cellules et favorise la formation de colonies
(Figure 16). Ce phénoméne est exacerbé par I'expression de la forme gain de
fonction et atténué par I'expression de sa perte de fonction. L'apport exogéne de ces
différentes formes de PCSK9 ne semble pas affecter la prolifération de ces cellules
suggérant une action intra-cellulaire (353). L’injection splénique d’une lignée de
mélanocyte murin, B16F1, chez la souris favorise le développement de métastases
hépatiques chez la souris sauvage (354). La déficience en PCSK9 a un réle
protecteur puisque le développement de métastases hépatiques est réduit de moitié

chez les souris Pcsk9” (Figure 16) (355). Une stratégie thérapeutique par
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vaccination anti-PCSK9 n’a malheureusement montré aucun effet significatif sur le

volume tumoral ou sur la survie des animaux (Figure 16) (356).

Plusieurs études ont démontré que I'expression de PCSK9 est augmentée dans les
biopsies issues de cancer colorectal de patient (Figure 16) (357,358). La répression
de son expression in vitro inhiberait la viabilité et la formation de colonies, et elle
favoriserait I'apoptose des cellules cancéreuses (Figure 16) (357,358). L’injection de
ces cellules in vivo réduit le volume et la taille de la tumeur (358). Il a également été
précisé que la thérapie anti-PCSK9 peut présenter un effet anti-tumoral dans la lutte

contre le cancer colorectal (359) et sera détaillé dans la partie suivante.

Le carcinome hépatocellulaire

PCSK9 module [l'apoptose et la
prolifération des cellules
cancéreuses in vitro

Des résultats opposés ont été

découvert in vitro, in vivo et chez

Le cancer du sein

La thérapie anti-PCSK9 réduit le
volume de la tumeur et améliore la
survie des souris

Certains variants sont associés a

cette pathologie chez la femme

Le cancer pulmonaire

L'inhibition de PCSK9 favorise le
développement de I'apoptose in vitro
Sa concentration plasmatique serait
associée a la sévérité de la tumeur

chez ’'Homme

'Homme

Le mélanome Le cancer colorectal

Son expression favorise la migration et

. Ny Son |expression-est’ augmentée dans
la formation de colonies in vitro

les biopsi tient
Le développement de métastases est es pippSiedgs-pationts

réduit chez la souris Pesk9” Sa répression réduit la prolifération et

favori I t d llul
La vaccination anti-PCSK9 n’a pas eu avolgy~, ' agorisse ST e

, - cancéreuses
d’effets in vivo

Figure 16 : Réle de PCSK9 sur le développement et la sévérité de pathologies cancéreuses

d. L’inhibition de PCSK9 comme stratégie anti-tumorale

Plusieurs stratégies d’inhibition de PCSK9 ont été utilisées pour tester l'effet anti-
tumoral d’un co-traitement anti-PCSK9 avec les thérapies anti-PD1existantes. La
répression d’expression de PCSK9 par CRISPR Cas9 dans 4 lignées cancéreuses

murines (B16F10 : mélanome, AT1 : pulmonaire, MC38 et CT26 : colorectal) réduit le
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volume tumoral et améliore la survie de I'animal par une voie indépendante du LDLR
(80). Comparé a la thérapie anti-PD1 seule, I'inhibition intra-tumorale de PCSK9 par
CRISPR Cas 9 réduit de maniere importante le volume tumoral et améliore la survie
des animaux (80). En combinaison, l'inhibition de PCSK9 permet de renforcer I'effet
anti-tumoral des anti-PD1 et de nettement améliorer la survie des souris (80).
L’inhibition de PCSK9 permet en outre de réduire le volume de tumeurs résistantes a
la thérapie anti-PD1 et de prolonger la survie des animaux (80). Une étude plus
récente indique que l'inhibition de PCSK9 par anticorps anti-PCSK9 réduit le volume
d’'une tumeur colorectale in vivo (359). En comparaison avec la thérapie anti-PD1
seule, l'inhibition de PCSK9 permettrait une réduction plus importante du volume
tumoral (359). L'utilisation de nanoparticules tétraédriques contenant un siRNA anti-
PCSK9 et un oligonucléotide de liaison a PD-L1 réduit le volume de tumeurs

colorectales chez la souris (360).

Le CD137, une molécule de co-stimulation exprimée a la surface des LT, est
impliquée dans [I'activation et la prolifération tumorale (361). L’administration
d’agoniste anti-CD137 permet 'activation de LT intra-tumoraux. La co-administration
d’inhibiteurs de PCSK9 avec des agonistes anti-CD137 renforcent les effets anti-
tumoraux des anti-CD137 et réduit plus fortement le volume d'une tumeur
pulmonaire in vivo et améliore significativement la survie des animaux (352).
e. PCSK9 pourrait moduler I'activation des LT intra-tumoraux

Comme décrit préecédemment, les stratégies thérapeutiques par anti-PD1 ou anti-
CD137 visent a activer les LT CD8" intratumoraux qui sont inhibés par le
microenvironnement tumoral. Une étude publiée en 2021 semble préciser qu’in vitro,

la fonction cytotoxique de CD8* isolés de rate de souris Pcsk9” est augmentée aprés
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une stimulation par des anticorps anti-CD3 et anti-CD38 (362). La fonction
cytotoxique de ces LT est réduite par la PCSK9 recombinante via une réduction de
'expression du T cell receptor (TCR) (362). Cet effet a été exploré in vivo afin de
comprendre par quel mécanisme, l'inhibition de PCSK9 potentialise les thérapies
anti-PD1 et anti-CD137 (cf chapitre 1, Il 2f).

L’étude menée par Liu et ses collégues étaye la théorie selon laquelle PCSK9 aurait
un effet sur les CD8*. En effet, I'inhibition de PCSK9 augmente l'infiltration de LT
CD8" au sein de la tumeur (80). L’expression du CMH-I a la surface des CD8" est
augmentée lorsque PCSK9 est inhibée (80). PCSK9 agirait en favorisant la
dégradation lysosomale du CMH-I ainsi son inhibition renforce [I'expression
membranaire du CMH-I permettant I'activation des LT intra-tumoraux et la défense
immunitaire contre la tumeur. Ceci a été confirmé par une équipe indépendante
'année suivante (362) qui observe que l'inhibition de PCSK9 augmente I'expression
intra-tumorale du CMH-I et du TCR (362). In vivo, I'expression intra-tumorale de
cytokines sécrétées par les CD8" (I'IFN-y et le granzyme B) est augmentée par
'apport d’'un siRNA anti-PCSK9 (360). La production de I'lFN-y et du granzyme B au
sein du microenvironnement tumoral est augmentée par l'inhibition de PCSK9 via
une activation des LT intratumoraux et une répression des LT régulateurs (359). Si
on se base sur ces études, l'inhibition de PCSK9 est susceptible de moduler le
microenvironnement tumoral et de favoriser I'activation de LT intra-tumoraux. Cela
pourrait inhiber la progression tumorale et améliorer la survie des animaux. A notre
connaissance, la thérapie anti-PCSK9 n’a pas encore été utilisée chez 'lHomme en

tant que thérapie anti-tumorale.
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Chapitre 2 : L’allergie est une pathologie inflammatoire
chronique

I- L’allergie
Le mot allergie a été inventé en 1906 par Clemens von Pirquet (363). Il s’agit d’'une
maladie inflammatoire chronique considérée comme une cause majeure du
dysfonctionnement immunitaire. Cette pathologie se caractérise par la mise en place
d’'une réponse immunitaire exacerbée face a une molécule qui n’est pas censée étre
reconnue par le systéme immunitaire. L’allergie résulte d’'une perte de ’homéostasie
entre trois barrieres : la barriére épithéliale, le systéeme immunitaire et le microbiote.
Elle comprend différentes formes telles que la rhinite allergique, 'asthme allergique,
la dermatite atopique, l'allergie alimentaire ou d’eczéma. Elle se manifeste soit de
maniére locale ou systémique et impacte différents organes tels que les poumons, le
systéme digestif ou la peau (364).

1- L’allergie est une maladie mondiale

a. Données de prévalence générales
La prévalence des allergies a significativement augmenté ses dernieres décennies et
est estimée a 20% (365). La prévalence mondiale de la rhinite allergique est
d’environ 18% chez l'adulte (Figure 17) (366). Si on se base sur ces chiffres, on
remarque que la prévalence cette pathologie a augmenté ces dix dernieres années
puisqu’elle n’affectait que 9% de la population en 2009 (367). L’asthme concernerait
400 millions de personnes dans le monde (Figure 17) (368). L’asthme allergique
représenterait 50% des asthmes de 'adulte et 80% des cas chez I'enfant (369). Plus
de 171 millions de personnes souffrent d’'une dermatite atopique dans le monde, de

ce fait, elle impacte 8% de la population mondiale (Figure 17) (370-372). La
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prévalence de l'eczéma a été estimée entre 2% et 20% selon le pays ou la
population étudiée (373). L’allergie alimentaire affecte 10% de la population mondiale
(Figure 17) (371,372). Face a la prévalence croissante de l'allergie, il a été estimé

qgu’une personne sur deux pourrait en étre atteinte d’ici 2050 (374).

Allergie alimentaire 400 milliops = Asthme
N IR d’individus
1'6% '
Allergies cutanées . 18 %
Dermatite atopiqus < 8 % "~ ~Rhinite allergique

Eczéma : 2%-20%

Figure 17 : La prévalence mondiale des différentes allergies

b. Méthodes et outils de diagnostic
L’'un des enjeux du diagnostic est de définir I'allergéne responsable des symptémes
du patient afin d’adapter la prise en charge. L’allergologue ou le médecin constate la
nature et la fréequence des symptdomes. Couplé a un bilan allergologique contenant
différentes mesures précisées ci-dessous, cela pourra renseigner sur la nature

exacte de l'allergie.

Le prick-test est effectué en premiere intention dans le diagnostic d’'une allergie
(375). Il se base sur I'apparition d’'une faible réaction allergique, induite de maniere
contrélée au niveau de la peau. Le praticien dépose une goutte contenant un

allergéne qui sera introduite au niveau de I'épiderme par un piqueur. Le praticien
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observe I'apparition d’'une rougeur, d’un gonflement ou d’'une démangeaison dans les

15 minutes suivant le test (376).

Un prick-test est contre-indiqué pour l'allergie cutanée qui peut se diagnostiquer par
un score global de gravité qui se base sur I'étendue des lésions, sur l'intensité de
I'érythéme, de 'cedéme ou des démangeaisons (377). Une allergie de contact peut
étre diagnostiquée par des patch-tests qui sont composés de pastilles qui
contiennent un allergéne. Une réaction allergique peut se constater dans les 48
heures suivant I'application du patch.

Ces tests renseignent le praticien sur la nature de la sensibilisation a un ou plusieurs

allergenes. Cependant, il est nécessaire de les coupler a d’autres outils.

Ces dosages reposent sur la mesure d’IgE plasmatiques spécifiques de I'allergéne
suspecté (376). Les praticiens effectuent le ratio IgG4/IgE afin de vérifier I'état de
tolérance ou de sensibilisation du patient (376).

Cependant, la concentration plasmatique d’'IgE spécifiques peut rester inférieure a
une valeur seuil alors que le patient présente bel et bien un terrain allergique (378).
Par exemple, il a été estimé qu’une grande proportion d’enfants sensibilisés aux
arachides ont un prick-test négatif ou une valeur d'IgE spécifiques inférieure a une

valeur seuil (378). Pour pallier a cette difficulté, d’autres tests ont été mis au point.

Le test d’activation des basophiles détermine avec précision I'allergéne auquel le
patient est ou a été allergique (379). Il se base sur le contact entre les basophiles du
patient avec différentes doses de [lallergéne suspecté. En cas d’allergie, les

basophiles exprimeront des marqueurs d’activation tels que CD63 et CD203c a leur
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surface (380). Dans le cas de l'allergie aux arachides, ce test permet de distinguer la

ou les noix auxquels le patient est allergique (379).

La spirométrie est un examen de référence dans le diagnostic de I'asthme. Elle
mesure le volume expiratoire maximal par seconde (VEMS), définit comme étant le
volume d’air expiré a la premiére seconde d’'une expiration forcée. La diminution de
se volume refléte le niveau d’obstruction bronchique (381). Le test de provocation
bronchique permet de compléter le diagnostic en cas de VEMS normal. Des doses
croissantes d’'un bronchoconstricteur (histamine ou métacholine) sont inhalées par le
patient et le VEMS est mesuré (381). Ce test devient positif lorsque le VEMS diminue

d’au moins 20% de la valeur initiale.

Au cours d'un test de provocation oral (TPO) aux aliments, effectué en milieu
hospitalier, des doses croissantes d’allergéne sont ingérées par le patient et
l'apparition des symptdmes est notée. L’aliment est testé sous forme de
consommation habituelle ou sous la forme qui aurait pu déclencher la réaction (382).
Le TPO permet de déterminer le risque encouru en cas d’ingestion accidentelle de
l'aliment (382).
2- Mécanisme physiopathologique de I'allergie

L’allergie se met en place lors d’une rupture du mécanisme de tolérance. Ce
mécanisme met en jeu principalement les Treg et sera taillé dans la partie Il 3. Cet
état de tolérance peut étre affecté par différents éléments tels que I'environnement,
la génétique ou les barriéres qui seront présentés ultérieurement (cf chapitre 2, 1 3)
et induire une allergie. Cette pathologie se déroule en deux phases. Lors d’un

premier contact, une premiére phase asymptomatique appelée la sensibilisation se
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met en place. Cette étape permet la préparation de la seconde phase, le
déclenchement.

a. La sensibilisation
Un premier contact avec un allergene est susceptible de perturber I'intégrité de la
barriere épithéliale. En réponse a cette agression, les barriéres sécretent des
cytokines proinflammatoires, appelées des alarmines (I'IlL-33, I'lL-25 et Ia
lymphopoiétine stromale thymique (TSLP)) (383-385). Ces alarmines activent des
DC qui sécretent du TNF-a, cela conduit donc a une inflammation (386) (Figure 18).
De plus, il existe des DC présentes au sein des barrieres qui étendent leurs
dendrites afin de capter directement I'allergéne de I'environnement. Les DC digéerent
l'allergéne et 'associent a une molécule de CMH-II. Dans cet environnement, les DC
expriment CCRY7, qui leur permet de migrer au sein de ganglions lymphatiques et de
présenter le peptide aux LT CD4" naifs (386).
L’activation des LT naifs repose sur trois signaux. Le premier étant I'interaction entre
le TCR et la molécule de CMH associée a l'antigéne. Le second, repose sur
I'interaction entre deux molécules, CD28 exprimée par le LT et B7 exprimée par les
DC. Ce signal est nécessaire a la prolifération des LT. Le dernier signal se base sur
la sécrétion de cytokines par les DC et vont orienter la différenciation des LT. Par
exemple, la sécrétion de cytokines proinflammatoires favorise la polarisation des LT
naifs vers le profii Th2 ou Th17. Alors que la sécrétion de cytokines anti-
inflammatoires permet leur différenciation vers le profil Treg.
Au sein de cet environnement pro-inflammatoire, les DC orienteront la polarisation
des LT CD4" naifs vers la réponse Th2 et/ou Th17. Les lymphocytes Th2 sont le
véritable chef d’orchestre de la sensibilisation. Une fois activeés, les Th2 sécrétent de

llL-4, TIL-5 et P'IL-13, cytokines essentielles a la différenciation des LB en
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plasmocytes sécréteurs d’IgE (386-388) (Figure 18). Ces IgE sont spécifiques de
lallergéne et vont se fixer a leur récepteur FCeRI exprimé a la surface des
mastocytes et des basophiles (389). De plus, il a été démontré que I'lL-4 et I'lL-13
induisent I'expression du récepteur FCeRI a la surface des mastocytes (390,391). La
fixation des IgE sur les basophiles et les mastocytes empéche I'apoptose de ces
cellules et augmente leur survie (391). De plus, elle permet leur activation afin qu’ils
puissent agir lors d’'un nouveau contact avec l'allergéne (391).
b. Le déclenchement

La réexposition de lindividu sensibilisé avec le méme allergéne créé un complexe
immun entre le peptide allergénique et les IgE spécifiques fixés a leur récepteur sur
les basophiles et mastocytes (392,393). Ce processus conduit a la dégranulation de
ces cellules et a la libération de différents médiateurs inflammatoires tels que
I'histamine, les leucotriénes, les prostaglandines, des tryptases et des protéases
(392,393) (Figure 18). Au niveau du site d’'inflammation, d’autres cellules seront
recrutées telles que les Th2, les Th17 ou les éosinophiles via I'lL-5. L'IL-4 et I'lL-13
permettent le recrutement de macrophages de type M2. De plus, la sécrétion d’IL-17
par les Th17 permet le recrutement des neutrophiles (394). L’activation des Th17
participe a l'entretien de linflammation de facon chronique. Tous ces médiateurs
peuvent mener a une vasodilatation, une contraction des muscles lisses et a une
production accrue de mucus (392). Par exemple, il a été démontré que I'lL-17 et I'lL-
6 participent a une hypersécrétion de mucus (395,396). De plus, I'lL-17 favorise la
prolifération des CML ce qui participe a I'hypertrophie du muscle lisse (397). Toutes
ces consequences peuvent se localiser au sein du tractus gastro-intestinal, des
poumons ou de la peau et expliquer les symptdomes divers de l'allergie (364). Dans le

cas de l'allergie, I'inflammation serait entretenue a cause de I'exposition a 'allergéne
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présent dans I'environnement.
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Figure 18 : Le mécanisme de l'allergie. Elle intervient en deux phases : la sensibilisation et le
déclenchement. Au cours de la sensibilisation, on retrouve une réponse Th2 et la production d'IgE spécifiques. Le
déclenchement méne a la dégranulation des basophiles et mastocytes.

3- L’allergie est une maladie multifactorielle

a. L’allergie est une maladie génétique
Les recherches en génétique et épigenétique ont permis d’identifier des mutations
dans des genes codant pour des acteurs impliqués dans lallergie. Les études
geénétiques s’intéressent aux variations génétiques d’un individu et a leur relation
avec une pathologie. Les études épigénétiques prennent en considération des
modifications de 'ADN qui ne modifient pas la séquence nucléotidique. Celles-ci
comprennent la méthylation de I'ADN, des modifications post-traductinnelles des

histones et des ARN non codants (398). L’allergie est alors considérée comme une
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pathologie héréditaire (399). Il a été estimé que le risque de développer une allergie
a la cacahouete serait 7 fois plus élevé si 'un des parents ou freres et sceurs est
atteint de cette pathologie (400). Par ailleurs, la prévalence de lallergie a la
cacahouéte est plus importante chez les jumeaux monozygotes que chez les

dizygotes (401).

Différentes études génétiques ont permis d’identifier des mutations dans les genes
codant pour la filaggrine, la Forkhead Box Protein P3 (FoxP3) et pour le locus HLA
(Human Leukocyte Antigen) (402). La dysfonctionnalité de ces protéines modifie
'une des trois barriéres et favorise le développement une allergie.

La filaggrine est une protéine impliquée dans l'intégrité de la barriere épithéliale, sa
déficience contribue a la dysfonctionnalité de cette barriere et a la sensibilisation a
différents allergénes (403). Les mutations notées R501X et 2282del4 sont associées
a une perte d’expression totale de cette protéine et a différents types d’allergie (404).
En 2006, plusieurs variants perte de fonction pour cette protéine ont été associés au
développement de [lallergie cutanée (405), de l'asthme (406) et de [lallergie
alimentaire (407). Les mutations de la filaggrine impactent 20% a 50% des patients
atteints de dermatite atopique mais ne seraient pas suffisantes pour induire une
allergie car des facteurs environnementaux seraient nécessaires (404).

Le développement des allergies est également induit par des mutations dans des
genes codant pour plusieurs acteurs du systéme immunitaire. Des mutations dans le
gene codant pour le HLA (autrement appelé le CMH) ont pu étre associées au
développement de [lallergie cutanée et alimentaire (408,409). Ces mutations
renforceraient I'interaction entre le CMH et I'allergéne (408). Des mutations dans des

genes codant pour des cytokines proinflammatoires ou leur récepteur ont été
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décrites. On retrouve des mutations dans le gene codant pour la TSLP, I'lL-33, le
récepteur de I'lL-17, I'lL-4 et son récepteur (410—-414). Ces mutations pourraient

induire la dysfonctionnalité de ces acteurs ou au contraire renforcer leur activité.

Plusieurs études ont démontré que des modifications épigénétiques telles que des
méthylations de 'ADN sont associées a l'allergie. La transcription d’un géne est
réprimée lorsqu’il se trouve méthylé. Les genes concernés par ces mutations
épigénétiques se rapprocheraient de la composante immunitaire. En 2014, une
hypométhylation du promoteur du géne codant pour la TSLP a été découverte chez
des patients atteints de dermatite atopique (415). Il a été démontré que la
méthylation du géne codant pour la FoxP3 serait diminuée chez les patients
désensibilisés a l'arachide (416). Des modifications épigénétiques dans les genes
codant pour le récepteur de I'lL-1 et de I'lL-5, de l'lL-4 et de CCL8 ont été
découvertes (417-419) et sont associées a l'allergie. En 2018, des modifications
épigénétiques ont été découvertes dans certains genes associés a la fonction des
lymphocytes CD4* (420). L'analyse de la méthylation de 'ADN du génome entier
aurait permis l'identification de 34 régions associées a la sensibilisation par des
allergénes aéroportés (421). Cette étude aurait également identifié 38 régions
associées a la sensibilisation par des allergénes alimentaires (421).

Ainsi, la plupart des genes codant pour des facteurs immunitaires impliqués dans
I'allergie sont sujets a des modifications épigénétiques. De maniére intéressante, ces

modifications peuvent étre induites par des facteurs environnementaux.
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b. Trois barrieres influencent le développement de l'allergie

Il existe trois barrieres interconnectées : I'épithélium, le systéme immunitaire et le
microbiote. La dysfonction de I'une pourrait engendrer des dommages sur une autre

et induire une allergie.

L’épithélium constitue une barriere physique a linterface entre l'organisme et
I'environnement, et se localise au niveau de la peau, des intestins ou des poumons.
L’épithélium se compose de cellules épithéliales associées entre elles par des
jonctions intercellulaires. Du pole apical au péle basal de la cellule, on retrouve : la
jonction serrée, la jonction adhérente, les jonctions communicantes, les
desmosomes et les hémidesmosomes (Figure 19). Grace a cette intégrité physique,
I'épithélium est impermeéable aux pathogenes, aux toxines et aux allergénes (422).
Elle assure une barriere physique, microbiologique et immunologique. Dans un
contexte pathologique, on observe une augmentation de la perméabilité de
I'épithélium avec une altération de I'expression des protéines de jonctions ou de leur
organisation par des facteurs tels que [Ienvironnement, la génétique ou
I'épigénétique. La perméabilité de la barriére épithéliale permet le développement

d’'une inflammation et est associée a I'allergie (423—425).

La peau est la barriere épithéliale la plus exposée a notre environnement et une
atteinte de sa perméabilité (Iésions cutanées) est associée au développement de la
dermatite atopique (426). Comme décrit précédemment, la filaggrine est impliquée
dans l'imperméabilité de la barriere cutanée. Ses mutations « perte de fonction »
augmentent la perméabilité de la barriere cutanée et prédisposent les sujets au

développement de l'allergie cutanée (405). Cela démontre alors la nécessité du
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maintien de cette barriere afin de limiter la survenue des pathologies allergiques. De
plus, cette perméabilité est induite par une modification de I'expression des jonctions
serrées notamment. Dans ce contexte, il a été décrit que I'expression des protéines
composant ces jonctions est réduite au niveau de I'épiderme des patients (427). Cela
s’associe a l'apparition d’un infiltrat de type Th2 (428). Une perte de 'homéostasie
cutanée permet également le développement d'une allergie alimentaire ou
respiratoire. Par exemple, la sensibilisation cutanée a de I'huile d’arachide induit une
allergie respiratoire chez la souris (429). Il a été démontré que Il'application d’un
savon contenant de la gliadine de blé altére la barriére cutanée chez 'Homme et le
premier contact avec cet allergéne par voie orale est suffisant pour induire une
réaction anaphylactique (430).

L’épithélium intestinal et pulmonaire subit également des agressions par
'environnement et/ou des facteurs génétiques. Par exemple, I'apport de protéases
contenues dans les déchets fécaux d’acarien a une culture de cellules pulmonaires,
clivent les protéines composant les jonctions serrées et adhérentes (431). In vitro,
l'apport d’'un pesticide retrouvé dans notre alimentation réduit I'expression de
protéines de jonctions serrées et adhérentes (432). De méme, l'exposition de
biopsies de colon sain humain a un extrait d’acarien augmente la perméabilité du
tissu intestinal (433). Au niveau de I'épithélium bronchique, I'expression d’une
protéine composant les hémidesmosomes est diminuée dans un modéle murin
sensibilisé a I'acarien (434). La méthylation du géne codant pour cette protéine serait
modifiée. In vivo, I'exposition orale a l'acarien réduit I'expression de protéines de
jonction et s’associe a une réponse de type Th2 (435). Une diminution du nombre de
desmosomes est détectée au niveau de [I'épithélium bronchique de patients

asthmatiques (436). De plus, les jonctions serrées de la barriére pulmonaire sont
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dégradées chez les patients asthmatiques (437). Selon les auteurs, la perte
d’expression de protéine constituant cette jonction est associée a un infiltrat
inflammatoire de type Th2.

En réponse a ces agressions, les barrieres épithéliales libérent des alarmines,
capables d’activer une réponse Th2 (383,438). L’activation de cette inflammation

pourrait renforcer en retour des Iésions au niveau de I'épithélium (383—-385).

Les barrieres épithéliales sont protégées par un systéme immunitaire proximal
(Figure 19). On peut retrouver le tissu lymphoide associé aux bronches, au tube
digestif (GALT) et a la peau. Ce systeme immunitaire est nécessaire pour défendre
la barriére en cas d’agression. Ce systéme immunitaire associé au tissu est composé
d'un systéme lymphatique et de ganglions lymphatiques tels que les ganglions
meédiastinaux ou mésentériques. Par ailleurs, la réponse allergique est initiée au sein
de ses ganglions. Plusieurs types de cellules immunitaires composent cette barriére
immunitaire : des lymphocytes T et des cellules présentatrices de I'antigéne telles
que des DC. Cette barriere est également riche en IgA (439). La déficience en IgA
est associée a une hyperréactivité du tissu bronchique (440). Chez la souris
asthmatique, la concentration d’IgA salivaire et plasmatique est augmentée suite a
une immunothérapie (441). La présence des IgA est également associée a une
protection face a l'allergie alimentaire (442). Le maintien de 'homéostasie de ces
différents facteurs est important et une perturbation de celle-ci est associée a

l'allergie.
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En 1989, David Strachan associa I'hypothése de I'hygiéne au développement de
l'allergie (443). Il proposa que réduire I'exposition aux microbes et aux infections
dans l'enfance pourrait diminuer la maturation du systeme immunitaire et par
consequent, augmenter la prévalence des pathologies allergiques (443). En effet,
une faible exposition microbienne dans I'enfance altere le développement du
microbiote et favorise la survenue de I'allergie (444).

Le microbiote est en interaction permanente avec le systéeme immunitaires et les
barriéres épithéliales (Figure 19). Il réside au niveau de la peau, des poumons et de
l'intestin. Il regroupe de nombreux microorganismes (bactéries, virus, champignons,
protozoaires et archées) qui vivent en symbiose avec l'organisme (445). Certains
micro-organismes sont pathogéniques, d’autres dits commensales sans fournir de
bénéfice a I'hdte. La plupart des microorganismes vivent en symbiose et des
bénéfices mutuels sont apportés (445). Un déséquilibre dans la relation entre I'héte
et son microbiote est appelée une dysbiose et peut étre associée a des pathologies
inflammatoires telles que les MICI, l'obésité ou [lallergie (446). En effet,
'augmentation de la perméabilité des barriéres favorise I'entrée des bactéries dans
l'organisme. Ces bactéries sont alors reconnues par le systéme immunitaire et
déclenchent une réponse inflammatoire (422). Par exemple, une dysbiose peut
induire I'activation de DC capables de promouvoir la polarisation des Th17 (447). Les
bactéries de notre microbiote produisent des métabolites qui peuvent faciliter la
maturation de différents acteurs du systéme immunitaire, notamment ceux impliqués

dans la voie anti-inflammatoire ou tolérogéne (448). Par exemple, les acides gras a

83



Chapitre 2 : L’allergie est une pathologie inflammatoire chronique

chaine courte produits par notre microbiote favorisent le développement des Treg

(422,449,450).

En 1997, une allergie a I'ovalbumine a été mimée dans un modéle murin sans
pathogénes, dit germ-free (451). L’absence de pathogénes augmente la réponse
allergique caractérisée par une réponse Th2 et d’une production d’IgE et d’'IL-4 plus
importante (451). Le GALT est peu développé chez les souris germ-free et associé
au développement de l'allergie (451,452). L’apport de Bacteroides fragilis dans ce
modele favorise le développement du GALT et limite la survenue de l'allergie (453).
Les souris germ-free présentent une réponse inflammatoire plus importante que des
souris conventionnelles au cours d’'une sensibilisation allergique (454). L'absence de
pathogénes favorise la chute de la température, un des symptdbmes associé a
l'allergie (454). Le transfert d’'un microbiote provenant d’'un donneur allergique dans
une souris saine mime les caractéristiques de l'allergie alimentaire (455,456). Les
animaux receveurs présentent une chute de la température plus importante, la
concentration plasmatique de MCP-1 et des IgE est augmentée (455,456). Dans un
modele exempt de pathogénes, la colonisation par des Clostridia augmente le
nombre de Treg au niveau du colon (457). Chez le rat, la colonisation du microbiote a
la naissance par E. coli empéche la survenue de la tolérance orale (458).

La colonisation du microbiote de I'enfant avec des bactéries pathogéniques telles
que C. difficile ou S. aureus est associée au développement de I'allergie alimentaire
(459). Un microbiote peu diversifié est associé a la sensibilisation a un ou plusieurs
allergénes alimentaires (460). Cette méme étude semble mettre en évidence qu’une
faible abondance de Ruminococaceae s’associe a la sensibilisation allergique (460).

En 2016, I'analyse du microbiote intestinal d’enfants dont I'allergie aurait été résolue
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révele un enrichissement en Firmicutes (461). Le microbiote intestinal d’enfants
allergiques a l'arachide est peu divers et la colonisation du microbiote par des
Bacteroides est plus importante (462). En 2020, une étude confirme que le
microbiote intestinal de sujets allergiques est moins abondant et varié que le
microbiote de sujets non allergiques (463).

Les microbiotes seraient interconnectés. Par exemple, une dysbiose du microbiote
intestinal est susceptible d’avoir un impact dans I'asthme et la dermatite atopique. Il a
été démontré que le microbiote intestinal d’enfants atteints de dermatite atopique
serait peu abondant et divers (464). Chez ces patients, I'abondance intestinale des
Clostridia, de C. difficile, d’E. coli et de S. aureus est modifiée. En 2018, il a été mis
en évidence que I'abondance d’'une bactérie appartenant au phylum des Bacteroides
est augmentée au sein du microbiote intestinal de patients asthmatiques (465). De
plus, l'abondance d’A. muciniphila est diminuée dans les féces d’enfants
asthmatiques (466). En 2020, une équipe a mis en évidence que la composition du
microbiote intestinal de patients asthmatiques est différente de celle de sujets sains

(467).

L’infection intranasale d’une bactérie appartenant au phylum des protéobactéres
augmente linflammation de type Th2 et Th17 dans un modéle d’asthme a
l'ovalbumine (468). En 2017, linfection d’'une bactérie appartenant a ce méme
phylum exacerbe la réponse inflammatoire dans un modéle d’asthme allergique a
'acarien (469). En effet, I'infection de cette bactérie augmente I'inflammation du tissu
pulmonaire chez la souris asthmatique (469). Une dysbiose du microbiote

pulmonaire a été détectée chez le patient asthmatique, souvent caractérisée par un
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enrichissement de protéobactéres (467,470,471). Cette dysbiose se manifeste
également par une abondance plus faible de Bacteroides et Firmicutes (470).
iii.4 La dysbiose cutanée

Il existe un microbiote cutané dont la dysbiose s’associe a la dermatite atopique
(472). Chez l'allergique, la dysbiose cutanée se caractérise par une colonisation
importante de S. aureus et une faible diversité de Protéobactéres, notamment de
Gammaprotéobactéres (473—475). L’abondance de cette bactérie au sein du
microbiote cutané est associée a la sévérité de [lallergie cutanée (475). La
colonisation de cette bactérie au niveau du microbiote cutané est associée a une
augmentation de la concentration plasmatique des IgE spécifiques a I'ceuf et aux
arachides (476). Selon les auteurs, la modification du microbiote cutané relative a
une abondance plus importante de S. aureus s’associe au développement de

I'allergie alimentaire, indépendamment d’une allergie cutanée.
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Figure 19 : Structure de la barriere épithéliale. Cette barriere se compose d'un épithélium, d'un systeme
immunitaire et d'un microbiote.

c. L’environnement a une influence sur les barrieres
L’environnement au cours de la période prénatale et dans les premiéres années de

vie serait un facteur de risque majeur dans le développement des allergies (Figure
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20). L'exposition au tabac, a la pollution de l'air et a certains aliments, de maniére
unique ou combinée a une prédisposition génétique, pourrait augmenter le risque de

déclencher une allergie.

Différentes études ont pu mettre en relation I'environnement aérien avec le
développement de I'allergie. Kohli et al démontrent que I'exposition a la cigarette et a
un air ambiant pollué au cours de la période prénatale augmente le risque d’allergie
et est associé a des modifications épigénétiques des génes codant pour FoxP3
(477). Une étude supplémentaire précise que l'exposition au tabac induit des
modifications épigénétiques dans des genes codant pour les protéines de jonction de
I'épithélium bronchique et dans le géne codant pour la TSLP (478). La comparaison
du génome entier entre des fumeurs et des non-fumeurs a soulevé des différences
de méthylation dans les génes codant pour I'lL-6 et I'lL-13 (479). L'exposition aux
particules de charbon noir et aux sulfates favorise également la survenue I'asthme et
s’associe a des modifications épigenétiques (480). Les auteurs précisent que ces
modifications impactent les génes codant pour I'lL-10, le CMH-II, la sous-unité y du
récepteur Fc epsilon et des chimiokines impliquées dans le recrutement des
eosinophiles (480). En plus d’étre associé a I'asthme, I'exposition au tabac peut

favoriser la survenue d’une allergie cutanée (478).

L’environnement agricole aurait une influence bénéfique sur la survenue de l'allergie.
Les enfants vivant dans cet environnement sont moins sensibilisés et moins
susceptibles de développer une allergie (481). Une étude européenne a identifié que

'environnement agricole est associé a une hyperméthylation dans le géne codant
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pour I'lL-13 (482). Par ailleurs, cet environnement a une influence sur le microbiote. I
semblerait que I'exposition précoce a cet environnement favorise le développement
d’'un microbiote intestinal plus diversifié (483—485). L’environnement agricole expose
les individus aux animaux de la ferme. Ainsi, 'exposition a de nombreux animaux au
cours de la premiére année de vie s’associe a un microbiote plus diversifié et
empéche le développement de l'allergie (445,483,485). Par ailleurs, I'exposition au
microbiote vaginal de la mére lorsque I'enfant nait par voie basse influence le

microbiote intestinal de I'enfant et lutterait contre I'allergie (445).

Notre régime alimentaire a été modifié au cours de ces derniéres années et pourrait
étre a l'origine de l'augmentation de la prévalence de l'allergie alimentaire. La
nutrition est un facteur environnemental qui influence le développement de l'allergie.
Par exemple, la supplémentation en vitamine D dans I'enfance est associée au
développement de l'allergie alimentaire et respiratoire (486). La consommation
d’acides gras saturés de type w-6 est associée au développement de lallergie
alimentaire et a des modifications épigénétiques dans promoteur du géne codant
pour le TNF-a (398,487). L’alimentation de type occidentale, basée sur la
consommation de protéines d’origine animale, de lipides saturés et de sucres non
complexes, induit une dysbiose intestinale et serait corrélée a la survenue de
l'allergie alimentaire (488). De plus, la consommation de probiotiques ou
d’antibiotiques influencent la composition et la diversité du microbiote. Chez la
souris, la consommation d’antibiotiques dans la période néonatale augmente la
séverité de l'allergie a I'arachide mais est restaurée par I'apport de probiotiques
(457). La consommation d’antibiotiques pendant la grossesse module la composition

du microbiote intestinal de I'enfant qui est plus a risque de développer une allergie
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(484). De plus, la consommation d’antibiotiques dans I'enfance altére la composition

du microbiote intestinal et est corrélée au risque de développer une allergie au lait de

vache (484).
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Figure 20 : Le développement de l'allergie repose sur trois barriéres interconnectées, adaptée de Ballegaard
& Bagh, 2023. Ces barriéres sont influencées par des facteurs génétiques et/ou environnementaux.

4- Les modéles animaux d’allergie
Les modéles animaux sont essentiels a la compréhension des mécanismes de
l'allergie, notamment la réponse immunitaire. Aujourd’hui, ces modéles restent
indispensables a la compréhension de mécanismes plus complexes. On distingue
les modeles d’allergie entre :

- ceux qui visent a mesurer un effet sur la réponse immunitaire (réponse Th2,
production d’IgE ou activation des basophiles ou mastocytes)

- ceux qui s’intéressent a mimer les effets cliniques tels qu’une inflammation locale au
niveau pulmonaire, intestinal ou cutané, I'apparition des symptémes voire d’'un choc
anaphylactique

Plusieurs parametres sont a prendre en compte dans la sensibilisation tels que la

voie d’administration, le nombre et la fréquence de l'administration, la dose et la
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nature de l'allergéne, I'utilisation ou non d’un adjuvant. |l faut également déterminer
la fréquence et la voie d’administration ainsi que la nature de I'allergéne concernant
le challenge (489). Suite a l'induction d’'une allergie, plusieurs paramétres peuvent
étre mesurés :

- l'apparition de symptdomes (modulation du temps de transit intestinal, modification de

la respiration, comportement ou mobilité)
- la survenue d’une anaphylaxie (hypothermie, mesure de I'histamine et de MCP-1)
- réponse immunitaire (dosage des IgE, production des cytokines de type Th2,
activation des lymphocytes de type Th2)

Les principaux allergénes alimentaires utilisés sont le blé, la cacahouéte ou le lait.
L’ovalbumine est un allergéne souvent utilisé dans I'étude de l'allergie respiratoire
chez la souris alors qu’il s’agit d’'un allergéne alimentaire chez I'Homme. Il est
toutefois possible d'utiliser cet allergene afin de mimer une allergie alimentaire a
I'ceuf chez la souris. Il est également possible d’induire un asthme allergique chez la
souris par une exposition a des extraits d’acariens. Quelques études ont également
utilisé des extraits de champignons, de latex, de cafard ou d’ambroisie (490).
Concernant I'allergie alimentaire, plusieurs adjuvants sont utilisés tels que la toxine
du choléra, le LPS ou I'hydroxyde d’aluminium (alum). Les sulfates d’aluminium et de
potassium sont utilisés dans la sensibilisation respiratoire (490). Leur utilisation est
nécessaire afin d’induire une réaction allergique car I'allergéne utilisé a lui seul, ne
serait pas un danger de signal suffisant pour le systeme immunitaire de I'animal. Ces
adjuvants possedent des épitopes reconnus par le systeme immunitaire du modéle
animal et permettent l'initiation d’'une réponse allergique.
Une sensibilisation par voie intrapéritonéale est suffisante pour l'installation d’une
allergie au blé in vivo, cependant, il serait nécessaire d’utiliser la voie orale afin

d’'induire une allergie a la cacahuéte ou au lait de vache (491,492). L’exposition
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cutanée a la cacahouéte serait également suffisante pour induire une allergie
alimentaire chez la souris (493). Notre équipe a mis en évidence que la
sensibilisation a I'acarien par voie nasale ou cutanée peut induire un asthme plus
sévere (494).

Le choix du modéle animal est également une décision importante. Les animaux
domestiques tels que les chiens, les chats ou les chevaux développent
spontanément une allergie. Cependant, leur inclusion reste difficile éthiquement. La
souris est le modéle le plus utilisé dans lallergie bien qu’il existe quelques
différences avec I'Homme. Selon la souche utilisée, la réponse allergique ou les
parameétres mesurés varient. Par exemple, la réponse allergique a I'ovalbumine est
différente entre les souris BALB/c et les C57BI6. Seules les BALB/c présentent une
diarrhée (495). En 2011, il a été suggéré que les splénocytes issus de souris BALB/c
sécrétent plus abondamment des cytokines de type Th2 que ceux issus de souris
C3H (496). Les souris BALB/c présentent une concentration plus importante d’IgE
spécifiques par rapport a d’autres souches faisant de cette lignée un modéle de
choix (491). Le rat Brown Norway peut étre une alternative dans I'étude de I'allergie
car il présente une forte concentration d’Igk (491). Il est également possible d’utiliser
des modéles animaux génétiquement modifiés tels que les souris IL-4RaF069 qui
présentent une mutation inactivatrice dans le géne codant pour un inhibiteur du
récepteur de I'lL-4. Les souris CNS717 et WAS” présentant une mutation dans un
gene codant pour la voie Treg peuvent aussi étre utilisées comme modéle d’allergie

(489).

[l- L’allergie alimentaire
L’Institut National de [I'Allergie et des Maladies Infectieuses définit l'allergie

alimentaire comme « une réaction immunitaire indésirable qui se produit de maniére
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répétée lors de I'exposition a un aliment donné, se distinguant des autres réactions
indésirables a laliment, telles que [lintolérance alimentaire, les réactions
pharmacologiques et les réactions médiées par une toxine » (375).
1- La prévalence de I'allergie alimentaire
L’allergie alimentaire est une maladie de plus en plus commune. Actuellement, 10%
de la population mondiale est impactée par cette pathologie qui serait plus fréquente
chez I'enfant que l'adulte (371,372,375). La prévalence de l'allergie alimentaire est
différente selon la zone géographique, le régime alimentaire consomme, de I'age et
de l'ethnie de la population étudiée. Certaines études se concentrent sur une
méthode de diagnostic en particulier, or il a été rapporté que la prévalence
déterminée par une auto-déclaration est supérieure celle qui a été confirmée par un
TPO (497,498). Par exemple, la prévalence de l'allergie alimentaire mesurée par une
auto-déclaration serait de 19% alors que ce chiffre passe a 10,8% selon une
meéthode standardisée (499).
a. Mesure de la prévalence selon la zone géographique

Une méta-analyse regroupant 42 études européennes précise que la prévalence de
l'allergie alimentaire serait de 6% en Europe (Figure 21) (498). La prévalence de
l'allergie alimentaire de la population francaise serait de 4,2% (Figure 21) (498).
Mais plus récemment, une étude francaise a mesuré la prévalence de lallergie
alimentaire en incluant 18 329 enfants dés leur naissance qui ont été suivi jusqu’a
'age de 5 ans. Selon les auteurs, la prévalence de l'allergie alimentaire des enfants
francais serait de 5,94% (500). Aux Etats-Unis, I'allergie alimentaire affecterait un

adulte sur 10 et 1 enfant sur 12 (Figure 21) (371,372).
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b. Mesure de la prévalence selon l'allergéne alimentaire
Selon I'académie européenne de l'allergie et de 'immunologie (EAACI), plus de 120
aliments ont été décrits comme étant des allergénes mais les plus fréquents seraient
le lait, les ceufs, les arachides, les fruits secs, les fruits a noyau et certains légumes
(501). Les allergies aux poissons et fruits de mer sont certes, moins fréquentes mais
provoquent des symptémes plus importants (501). Le travail de Moonesinghe et ses
collégues se base sur 61 études et estime la prévalence de l'allergie aux poissons
entre 0% et 7% et celle aux coquillages entre 0% et 10,3% (502). En 2013, il a été
précisé que les allergénes principalement responsables d’'une allergie chez I'enfant
sont le lait et les ceufs, alors que I'arachide prédomine chez I'adulte (503). D’'une
maniére générale, les ceufs, le lait, les arachides, le soja, le blé, les coquillages et les
poissons sont des allergénes responsables de l'allergie chez I'adulte (375,504).
c. Mesure de la prévalence selon la zone géographique et I'allergéne

Plusieurs études démontrent que la nature de I'allergene varie également selon la
zone geographique (Figure 21). Selon une méta-analyse, l'allergie a la noisette
prédomine en Europe alors que l'allergie aux arachides est plus importantes aux
Etats-Unis (505). En Asie, I'allergie aux poissons est plus importante chez I'adulte
alors que celle aux arachides prédomine en Australie, en Europe et aux Etats-Unis
(506). Chez l'enfant, l'allergie aux ceufs est prédominante en Asie et en Australie
(506). Les enfants européens et américains sont plus sujets a une allergie au lait de
vache (503). Les enfants frangais sont plus susceptibles de déclencher une allergie

au lait, aux ceufs, aux arachides, au kiwi et a I'ananas (500).
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Figure 21 : Prévalence de l'allergie alimentaire selon la zone géographique et l'allergéne alimentaire.

2- Les conséquences de l'allergie alimentaire

a. Les symptémes de l'allergie alimentaire
Les symptdmes peuvent se manifester quelques minutes a quelques heures apreés la
consommation d’un aliment pour lequel l'individu est allergique, cependant leur
séverité n'est pas dépendante de la dose consommée (507). Ces symptdbmes
impliquent le systeme gastro-intestinal, pulmonaire, cardiovasculaire et cutané (364).
Chez I'enfant, cette pathologie se manifeste de fagon fréquente par des éruptions
cutanées et des vomissements (508). Et dans de rares cas, par des troubles
respiratoires ou cardiovasculaires (508).
Chez I'adulte, cette pathologie se caractérise par des troubles digestifs (douleurs
abdominales, vomissements, diarrhée, constipation, reflux gastro cesophagiens) et
un cedéme de Quincke (démangeaisons et gonflement des lévres et de la gorge). Le
patient risque de s’étouffer si cet cedéme atteint le larynx (508). L’allergie alimentaire
se manifeste de maniére sévere et systémique. Il s’agit d’'une anaphylaxie qui

concerne 5% des allergiques et peut conduire au décés du patient (499).
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L’anaphylaxie se caractérise par un urticaire généralisé, des troubles respiratoires et
digestifs, par une chute de la tension artérielle. A un stade sévére, I'anaphylaxie peut
conduire a un arrét cardiaque ou respiratoire. De fagon remarquable, la plupart des
allergies alimentaires (lait, ceufs et blé) développées dans les premieres années de
vie se résolvent spontanément dans I'enfance ou pendant I'adolescence (509). En
revanche, l'allergie aux arachides, aux fruits de mer et aux poissons pourraient étre
plus persistantes (509). Les conséquences de lallergie alimentaire et le risque
encouru pour le patient impactent considérablement leur qualité de vie (610,511).
b. L’allergie alimentaire impacte la qualité de vie

Plusieurs études démontrent que [l'allergie alimentaire impacte négativement la
qualité de vie du patient et de sa famille. L’ exposition accidentelle a I'allergéne reste
la principale crainte de l'allergique et de son entourage (512,513). La qualité de vie
des enfants allergiques a 'arachide dont le risque d’anaphylaxie est important a été
mesurée par des questionnaires (514). Les réponses ont été comparées a celles de
familles dont 'un des enfants est atteint de diabéte de type 1 qui doivent faire
attention a leur alimentation sucrée. Selon cette étude, la qualité de vie des enfants
allergiques est significativement altérée par rapport aux diabétiques (514). La peur
d’'une consommation accidentelle est bien plus élevée chez l'allergique que la peur
de I'hypoglycémie chez le diabétique. 85% des allergiques portent une forte attention
a leur alimentation alors que la moitié des diabétiques vérifient leur alimentation
sucrée (514). Par ailleurs, la plupart des allergiques ont rapporté étre sujets a du
harcelement, de I'anxiété, une dépression et du stress post-traumatique (515,516).
La préparation des repas ainsi que la consommation a I'extérieur (école, restaurant,
cercle familial ou amical) sont de fortes sources d’anxiété (517,518). Par exemple,

20% des réactions allergiques liées a un aliment ont lieu a I'école et 7 réactions
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allergiques graves sur 10 ont lieu lorsque les personnes mangent a I'extérieur (501).
L’allergie influence alors les activités familiales ou sociales (517,518). Par exemple,
le suivi d’'un régime alimentaire spécifique peut limiter la participation de I'enfant a
des activités sociales ou scolaires (517). L’allergie aurait un impact sur les
interactions sociales, I'assiduité scolaire et I'assiduité au travail (519).

Une étude américaine a estimé que l'allergie alimentaire induit des colts annuels de
24,8 milliards de dollars (520). Ses dépenses concernent les hospitalisations, les
visites médicales, les soins dispensés par un spécialiste et les interventions en
urgence (520). Ces colts comprennent également I'achat d’aliments sans allergéne
ou de médicaments. La diminution de la productivité et de l'efficacité de I'individu

ainsi que la perte du temps de travail ou d’école participent a ces codts (501).

Point résumé — Les conséquences de l'allergie alimentaire

» Elle se manifeste par des troubles gastro-intestinaux, cutanés et/ou respiratoires
+ L’anaphylaxie est une manifestation sévere de l'allergie qui peut conduire au décés du patient
|l s’agit d’'une forte source d’anxiété pour les malades et leurs proches

» Elle affecte la vie sociale, scolaire et professionnelle

+ Elle induit de fortes dépenses

3- Pathophysiologie de l'allergie alimentaire
L’allergie alimentaire est une réaction anormale du systéme immunitaire induite des
allergénes alimentaires. Comme décrit précédemment, elle intervient lors d’une perte
de 'homéostasie de la barriére intestinale.

a. La barriere intestinale
L’intestin est un organe immunitaire a part entiére qui contient le plus grand nombre
de cellules immunitaires. Comme nous I'avons précisé précédemment, l'intestin est
séparé de la lumiére intestinale par une couche de cellules épithéliales, les

entérocytes, qui forment une véritable barriére. Ces cellules sécréetent des facteurs
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(mucines, IgA, peptides antimicobiens) qui contribuent au bon fonctionnement de
barriére (422,521). Le systéme immunitaire intestinal se compose de sites effecteurs
tels que le GALT, les plaques de Peyer et les ganglions lymphatiques mésentériques
(GLM). Ce systéme immunitaire distingue les pathogénes, les bactéries
commensales et les antigénes inoffensifs. Or, l'exposition a des allergénes
alimentaires perturbe un état de non-réponse, appelée la tolérance.
b. La tolérance orale

La tolérance orale est un mécanisme physiologique caractérisé par une non-réponse
du systéme immunitaire face a I'ingestion d’antigénes alimentaires. Les protéines et
peptides alimentaires sont transportés depuis la lumiere du tube digestif vers la
muqueuse intestinale a travers les entérocytes. Les petits peptides sont capables de
traverser I'épithélium intestinal par voie paracellulaire a travers les jonctions serrées
(522). Les plus gros peptides et les protéines alimentaires traversent par la voie
transcellulaire via les entérocytes (522). Au niveau du GALT, les antigénes sont pris
en charge par des cellules présentatrices d’antigenes (523). Il y a deux types de DC
impliquées dans la prise en charge de ces antigénes, celles qui expriment CXC3R1
et celles qui expriment CD103 (Figure 22).

Suite a I'absorption des peptides, les DC DC103" CXC3R1- migrent au sein des GLM
grace a l'expression de CCR7 (524,525). L'expression de ce récepteur est
importante dans ce processus. En effet, la déficience de CCR7 empéche la survenue
de la tolérance orale in vivo (525). Ces DC sont capables de sécréter du
Transforming Growth Factor (TGF)-3 et de I'acide rétinoique (524). Il a été décrit que
ces cellules expriment une enzyme impliquée dans le métabolisme du tryptophane,
'indoléamine-2,3-diogénase (IDO) (526). La sécrétion de ces facteurs et 'expression

de cette enzyme permet aux DC CD103* d’induire la polarisation des LT naifs en
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Treg (Figure 22) (524). Par ailleurs, l'inhibition de IDO favorise la polarisation des LT
en Th1 et Th17 (526). Au sein des GLM, il a été suggéré que les DC CD103* sont
susceptibles d’induire I'expression de CCR9 et 0437 au niveau des Treg (527).
L’expression de ces récepteurs permet aux Treg de migrer au niveau de la barriére
intestinale (527). Par ailleurs, la déficience en CCR9 et 0437 prévient la migration
intestinale des Treg et empéche le processus de tolérance (528). Il a été démontré
que la déplétion des LT CD25" (autrement appelés Treg) perturbe la tolérance chez
la souris (529). Le transfert adoptif des LT CD25" restaure ce mécanisme in vivo
(529). Comme nous I'avons décrit préecédemment (cf chapitre 2, | 3), des mutations
dans le géne codant pour FoxP3 sont associées au développement de l'allergie
(530). Les travaux de Prince et ses collégues précisent que les enfants allergiques
présentent un pourcentage diminué de Treg comparé a des enfants en bonne santé
(531). Au sein de la barriére, les Treg exercent des fonctions immunosuppressives
par la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires telles que I'lL-10 (532,533). Les
Treg et I'lL-10 sont susceptibles d’inhiber I'activation et I'expansion des Th2 et des
mastocytes (532,533). Les LB participent également a ce processus via une sous-
population de LB dits régulateurs capables de sécréter de I'lL-10 (534). Au cours de
ce processus, la sécrétion d'IL-10 et de TGF-B induit la différenciation des LB en
plasmocytes sécréteurs d’IgA et d’'IgG4.

La tolérance est donc un processus qui empéche linstallation d’'une réponse
immunitaire de type Th2. Un échec dans le maintien de cet équilibre pourrait
conduire a une réponse inflammatoire face a un aliment inoffensif. Une déficience de
ces Treg pourrait étre a 'origine d’une rupture de la tolérance et du développement

de l'allergie.
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Figure 22 : Mécanisme de la tolérance orale au niveau de la barriere intestinale

c. La sensibilisation
Comme cela a été décrit précédemment (Chapitre 2, | 2), les alarmines sont
sécrétées par la barriére en réponse a une agression par l'allergéne (383-385). L'IL-
33 inhibe I'activation des Treg et lutter contre le mécanisme de tolérance (535-537).
Cette cytokine induit également I'expression d’'une molécule de costimulation sur les
DC, OX40L (538,539). L’expression de cette molécule oriente la différenciation des
LT naifs en Th2 (538,539). Ces alarmines activent aussi des cellules lymphoides
innées (ILC) de type 2 (386). Les ILC-2 participent a la réponse Th2 en sécrétant de
'lL-4, de I'lL-5 et de 'lL-13. Dans la physiopathologie de I'allergie alimentaire, les DC
présentes dans cet environnement migrent dans les GLM et activent la réponse Th2
(cf chapitre 2, 1 2). L'IL-4 et I'lL-13 inhibent la production de Treg et participent a la

lutte contre la tolérance (535-537). La sécrétion de ces cytokines est essentielle a la
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production des IgE spécifiques de l'allergéne (cf chapitre 2, | 2). La fixation de ces
IgE a leur récepteur exprimé a la surface des basophiles et des mastocytes prépare
ces cellules lors d’une réexposition ultérieure (389).
d. Le déclenchement
La réexposition de l'individu allergique avec le méme allergéne est susceptible de
créer un complexe immun entre le peptide allergénique et les IgE spécifiques fixés a
leur récepteur sur les basophiles et mastocytes (392,393). Ce processus déclenche
le mécanisme de dégranulation au niveau des basophiles et des mastocytes.
Comme décrit précédemment, d’autres médiateurs inflammatoires participent a
I'exacerbation de cette réponse et a I'apparition des différents symptémes (392,393).
Au sein de cet environnement inflammatoire, tous ces médiateurs ménent a une
vasodilatation, une contraction des muscles lisses et a une production accrue de
mucus (392).
4- Les traitements de l'allergie alimentaire

Actuellement, il n’existe pas de traitement curatif dans le contexte de [l'allergie
alimentaire. Afin de limiter le développement et les symptdmes de cette pathologie,
plusieurs recommandations et stratégies thérapeutiques peuvent étre suivies. Par
exemple, il est recommandé d’introduire les aliments a risque dans les 4 a 6
premiers mois de vie de l'enfant (540,541). Une fois l'aliment introduit dans
'alimentation de I'enfant, il est nécessaire de maintenir une consommation réguliere
(540,541). Ces recommandations se basent sur les travaux de Roduit qui a suggéré
qu'une bonne diversité alimentaire dés le plus jeune age préviendrait le
développement de I'allergie alimentaire (542). La diversité alimentaire introduite dans
le plus jeune age s’accompagnerait d’'une expression plasmatique importante de

FoxP3 qui renforcerait le mécanisme de la tolérance orale (cf chapitre 2, 1l 3) (542).
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Le suivi de ces recommandations n’est parfois pas suffisant pour empécher la
survenue d'une allergie alimentaire. Lorsque lindividu est sujet a une allergie
alimentaire, plusieurs stratégies thérapeutiques sont proposées.
a. L’éviction

L’éviction consiste a éliminer I'aliment incriminé de son bol alimentaire (501). Pour
cela, le patient doit suivre un régime alimentaire strict et porter attention a la liste des
ingrédients. Pour faciliter cette stratégie, la Iégislation a demandé a ce que la
présence d’allergénes connus soit clairement indiquée par un étiquetage spécifique
(501). L’efficacité de I'éviction reléve du bon suivi du patient et / ou de ses proches.
Bien que cette stratégie limite le nombre de réaction allergique, il peut étre difficile de
la respecter selon [lallergéne. Malgré le développement de plusieurs régimes
spécifiques tels que le régime sans blé, il est parfois difficile de trouver des aliments
ne contenant pas I'allergéne pour lequel le patient est allergique. Cette stratégie peut
étre contraignante pour les allergies aux ceufs et a I'arachide. En effet, on peut lire
sur de nombreuses étiquettes « traces éventuelles d’arachides ». Les travaux de
Sova et ses collegues précisent que cette stratégie peut induire des déficiences
nutritionnelles voire des malnutritions qui peuvent limiter la croissance de I'enfant
surtout s’il est atteint d’'une allergie alimentaire multiple (543). En 2016, il a été
rapporté que la moitié des enfants allergiques ont été sujet a une exposition
accidentelle 5 ans apreés le diagnostic (544). Ce chiffre passe a 75% 10 ans aprés le
diagnostic de l'allergie alimentaire (544). En cas d’exposition accidentelle, il est
possible de traiter les symptbmes par une injection d’épinéphrine ou par un
traitement a base d’antihistaminiques ou de corticostéroides (364,545). Ces
thérapies peuvent étre utilisées de maniére seule ou combinée (546). L’administration

de corticostéroides est efficace au cours de crises séveres telles que 'cedéme de
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Quincke ou un choc anaphylactique, en association avec de I'adrénaline. Prise a
temps, I'épinéphrine, un analogue de I'adrénaline, limite la survenue d’'un cedeme,
d’'une bronchoconstriction ou d’une hypotension en cas de choc analphylactique.
Face au nombre de réactions allergiques qui ont lieu a I'école, 'TEEACI a demandé a
ce que ces établissements possédent des auto-injecteurs d’adrénaline (501).

Face a ces contraintes, d’autres stratégies thérapeutiques ont été développées ou
seraient en cours de validation. Ces approches reposent sur une immunothérapie,
I'utilisation de probiotiques ou tout récemment par la transplantation de microbiote
fécal (547-549).

b. La désensibilisation

La désensibilisation est une stratégie thérapeutique qui vise a moduler le systéme
immunitaire du patient. Le but de cette immunothérapie est de diminuer le seuil de
sensibilisation pour I'allergéne dont il est allergique. Elle repose sur 'administration
de faibles doses d’allergéne de maniére croissante. Cette administration se fait
quotidiennement et sur plusieurs années. La désensibilisation permet d’empécher la
survenue d’une réaction allergique en cas d’ingestion accidentelle (550). Cette

thérapie s’administre par différentes voies précisées ci-dessous.

La premiére démonstration de la désensibilisation a un allergéne alimentaire a été
effectuée en 2005 par une administration sublinguale (551). Cette étude a inclu 23
patients allergiques a la noisette. Le seuil de tolérance des individus désensibilisés a
éteé significativement augmenté en comparaison au groupe placebo. Plus de la moitié
des patients traités ont toléré I'administration d’'une dose importante de noisette alors
que plus de 90% des patients du groupe placebo ne l'a pas toléré (551). La

concentration plasmatique des 1gG4 et de I'lL-10 était augmentée dans le groupe

102



Chapitre 2 : L’allergie est une pathologie inflammatoire chronique

traité (551). En 2007, un rapport de cas établit I'efficacité de cette stratégie chez un
patient avec des antécédents d’épisodes anaphylactiques au kiwi. Suite a cette
thérapie, la concentration d’IgE était diminuée alors que celle des IgG4 était
augmentée. De plus, les résultats d’'un TPO sont revenus négatifs (552). Ce principe
a également été veérifié chez le patient allergique a la péche (553). Un TPO a mis en
évidence que le seuil de tolérance a cet allergéne a été triplé aprés la
désensibilisation (553). Cette thérapie serait efficace pour 70% des patients

allergiques a 'arachide (554).

L’immunothérapie par voie orale est efficace pour plusieurs allergies alimentaires.
Suite a cette thérapie, la concentration plasmatique des 1gG4 se trouvait augmentée
chez des enfants allergiques au lait de vache dont le seuil de tolérance a été
augmenté (555). Burks et ses collegues démontrent I'efficacité de la désensibilisation
orale a I'ceuf. Aprés 10 de traitement, 55% des enfants ont été considérés comme
désensibilisés. Ce chiffre augmente a 75% aprés 22 mois de traitement (556). Aprés
117 semaines de traitement, 35% des patients allergiques a la cacahouéte ont été
désensibilisés. La concentration des IgE plasmatiques spécifiques étaient diminué et
la réponse du test d’activation du basophile était diminuée (557). Une
immunothérapie orale au blé effectuée pendant un an a permis la désensibilisation

de la moitié des patients (558).

L’immunothérapie par voie épicutanée consiste en I'application de I'allergene par un
patch. Aprés 3 mois de traitement, la dose seuil de réactivité a été significativement
augmentée chez I'enfant allergique au lait de vache (559). Ce principe a permis la

désensibilisation de 67% de patients allergiques a I'arachide (547).
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L’immunothérapie montre une bonne efficacité pour plusieurs allergénes alimentaires
mais n'a pas encore été développée pour tous les allergénes alimentaires. Elle
permet de prévenir 'apparition de symptédmes en cas d’ingestion accidentelle. Il est
possible de combiner 'immunothérapie avec des modulateurs de la flore intestinale.

c. Les modulateurs de la flore intestinale

Les probiotiques sont définis comme « un mélange de plusieurs micro-organismes
vivants qui, ingérés par un hote, améliorent sa santé en agissant sur les propriétés
de la flore microbienne » (560). lls interviennent dans la lutte contre l'installation de
bactéries pathogéniques et participent au maintien de l'intégrité de la barriere
intestinale. De ce fait, leur consommation permettrait de diminuer la sensibilisation
allergique (561).

L’apport de probiotiques réduit la réponse allergique a I'ovalbumine in vivo appliqué
au cours de l'allergie ou dans la période de gestation ou d’allaitement (562,563). La
supplémentation de butyrate renforce les effets d’'une immunothérapie orale dans un
modéle d’allergie au lait de vache (564).

Chez I'enfant allergique a la cacahouéte ou au lait de vache, la consommation de
probiotiques contenant la bactérie L. rhamnosus GG réduit la concentration
plasmatique d’IgE spécifiques et augmente celle des IgG4 (565,566). La
consommation de ce probiotique diminue la réponse du prick test, I'incidence des

symptoémes gastro-intestinaux et donc augmente le seuil de réactivité (565,566).

Les prébiotiques sont définis comme étant « des ingrédients alimentaires non

digestibles qui exercent un effet bénéfique sur '’héte en stimulant de fagon sélective
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la croissance et / ou l'activité d’'une ou de plusieurs espéces bactériennes déja
établies dans le colon, et ainsi améliorent la santé de I'héte » (560,567). L'apport de
prébiotiques chez la souris gestante ou dans la période de lactation empéche le
développement d’'une allergie au blé du souriceau (568). Aprés un protocole
d’allergie au blé, la concentration plasmatique d'IgE spécifiques du blé et de
histamine n'a pas été augmentée chez les petits issus de meres traitées par
prébiotiques. De plus, ces animaux étaient protégés de la chute drastique de la

température induite par I'allergie (568).

Récemment, une stratégie thérapeutique par transfert de microbiote fécal a été
évoquée dans le contexte de l'allergie alimentaire. Cette bactériothérapie se base sur
le transfert du microbiote d’'un donneur sain a un receveur atteint d’'une pathologie
liée a une dysbiose intestinale. Le but de cette approche est de restaurer la
composition, la diversité et I'abondance microbienne. En 2020, il a été mis en
évidence que le transfert d’'un microbiote provenant d’'un donneur sain prévient le

développement de I'allergie alimentaire in vivo (549).

Point résumé — Les traitements de I’allergie alimentaire

» Il n’existe pas de traitement curatif

» |l est indispensable de mettre en place une stratégie d’éviction

» En cas d’exposition accidentelle, il est possible de limiter la sévérité des symptdémes par
des corticoides ou des antihistaminiques

* En cas de réaction allergique grave, I'injection d’adrénaline est nécessaire

+ |l est possible d’augmenter le seuil de tolérance par une stratégie de désensibilisation

* Les modulateurs de la flore peuvent étre combinés a ces stratégies
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Partie 2 : Résultats et discussion

| — Objectifs de la thése

Selon 'OMS, l'allergie est considérée comme la quatrieme pathologie chronique
mondiale (374,569). Sa prévalence n’a cessé d’augmenter ces dernieres décennies.
Il a été estimé qu’une personne sur deux sera atteinte d’'une allergie en 2050 (374).
Plusieurs recommandations et stratégies de prévention ont été mises en place afin
de limiter la survenue des réactions allergiques (501) (cf chapitre 2, Il 4).
Actuellement, il n'existe aucun traitement curatif de l'allergie. Seules des stratégies
de prévention ou certains traitements médicamenteux permettent de limiter les
symptoémes de cette pathologie. Malgré une stratégie d’éviction, il subsiste toujours
un risque d’exposition accidentelle et elle peut étre difficile selon l'allergéne. Le
développement des stylos auto-injecteurs d’adrénaline a permis d’améliorer les
conséquences d’une crise grave. Cependant, leur accés ne se fait que sur
ordonnance et nécessite malheureusement, la survenue d’une premiere crise (501).
De plus, les stratégies de désensibilisations augmentent le seuil de réactivité face a
I'allergéne mais ne sont pas toutes mises au point pour chaque allergéne. L’étude de
biomarqueurs prédictifs ou de cibles thérapeutiques permettrait de proposer de
nouvelles approches thérapeutiques efficaces individuelles ou combinées.

Il y a une quinzaine d’années, les recherches portant sur PCSK9, un régulateur du
meétabolisme du cholestérol, ont mis en évidence son réle au cours de plusieurs
processus inflammatoires (cf chapitre 1, Ill). Elle participerait a la différenciation
proinflammatoire de plusieurs cellules immunitaires et a la sécrétion de cytokines
proinflammatoires (268,275). Il a été suggéré que son inhibition orienterait la

différenciation de cellules immunitaires vers un profil tolérogéne (268,275). Plusieurs
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études ont démontré que sa délétion ou que son inhibition améliorerait les
symptémes et/ou I'inflammation de plusieurs pathologies inflammatoires (chapitre 1,
).
PCSK9 peut alors étre considérée comme un modulateur du systéme immunitaire,
une des trois barriéres associées a l'allergie. Basé sur ces différents éléments, nous
avons eémis I'hypothése que la déficience et/ou l'inhibition de PCSK9 pourraient
conférer une protection face a l'allergie. Plusieurs objectifs ont découlé de cette
hypothése :
o Mesurer I'impact de la déficience et de linhibition de PCSK9 au cours de
I'allergie alimentaire chez la souris
o Mesurer l'effet de la déficience et de l'inhibition de PCSK9 au cours de
'asthme allergique ou atopique chez la souris
o Déterminer quid de la forme circulante ou de la forme intracellulaire de PCSK9
aurait un réle dans l'allergie
o Approfondir les connaissances quant a la fonction immunitaire de PCSK9
o Comprendre le mécanisme d’action potentiel de PCSK9 dans le contexte de

l'allergie

Dans ce but, nous avons réalisé un modéle d’allergie alimentaire au blé en utilisant
plusieurs souches murines. Un protocole d’asthme allergique a l'acarien et un
modéle mimant la marche atopique ont été effectués. L’étude de modeles cellulaires
nous a permis d’approcher le mécanisme d’action potentiel de PCSK9 dans le

contexte allergique.
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II- Matériels et méthodes

1- Modéle animal

a. Les modéles d’étude
Une allergie a la gliadine de blé a été induite sur des souris males et femelles
sauvages BALB/c et C57BI6/J provenant de Charles River. Ce modéle d’allergie a
également été effectué sur des animaux de fond C57BI6/J déficients totalement pour
PCSK9 (Pcsk9”) ou uniquement au niveau de lintestin (i-Pcsk9”). Des souris
déficientes pour le LDLR (LdIr’") de fond C57BI6/J ont également été soumises a ce
protocole. Un protocole d’asthme allergique a I'acarien a été établi sur des femelles
de fond BALB/c, C57BI6/J et Pcsk9”. Enfin, un modéle de marche atopique
composé d’une allergie au blé puis a l'acarien a été effectué sur des femelles
BALB/c.

b. Modéle d’allergie alimentaire a la gliadine de blé
Les souris ont été nourries par un régime sans gluten (Régime 210, SAFE, Augy,
France) dés le sevrage. L’allergie alimentaire a été induite a 'age de 5 semaines par
des sensibilisations a de la gliadine désamidée (570). Les souris ont été
sensibilisées trois fois a 10 jours d’intervalle par une administration intrapéritonéale
de gliadine de blé (10 ug) avec 100 ul d’alum et 100 pl de PBS (phosphate buffered
saline) (Figure 23). Cette étape, effectuée une semaine aprés la derniére
sensibilisation, a été complétée d’'une phase de déclenchement par un gavage intra-
gastrique avec 20 mg de gliadine solubilisée dans de I'eau de boisson. Au cours de
cette premiere provocation orale, une mesure du temps de transit intestinal a été
réalisée. Un second déclenchement a été effectué la semaine suivante ou

I'épaisseur des oreilles a été mesurée (Figure 23). Les souris du groupe contrdle ont
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été sensibilisées par une injection intrapéritonéale de PBS et le déclenchement a été

induit avec de I'eau de boisson.

0 10 20 27 34
Jours = | | | |
Sensibilisation intrapéritonéale Provocation orale
Gliadine (10 ug) ou PBS Gliadine (20mg) ou H,0
Mesure du temps Analyse de
de transit intestinal I'cedéme auriculaire

Figure 23 : Description du protocole d‘allergie alimentaire

c. Modeéle d’asthme allergique a I'acarien

i Protocole d’asthme allergique chez la souris BALB/c
L’allergie respiratoire a été établie chez la souris BALB/c par quatre sensibilisations
percutanées avec un extrait d’acarien Dermatophagoides pteronyssinus (Der P, 25
mg/mL) a une semaine d’intervalle (Figure 24). La semaine suivante, un
déclenchement intranasal a été induit avec une solution contenant 6,25 mg/mL de
Der P et une mesure de la respiration proximale par pléthysmographie a été réalisée
le lendemain. La semaine suivante, une seconde provocation a été induite. Le
lendemain, une analyse des parametres respiratoires profonds a été effectuée par la

technique des oscillations forcées (Figure 24).
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Figure 24 : Description du protocole d'asthme allergique induit chez la souris BALB/c

ii. Protocole d’asthme allergique chez la souris C57BI6/J
Afin d’induire un asthme allergique chez les souris C57BI6/J, 3 provocations

consécutives aux jours 28 a 30, et aux jours 35 a 37 ont été effectuées (Figure 25).
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L’analyse des parametres respiratoires par pléthysmographie et par la technique des

oscillations forcées ont été effectués aux jours 31 et 38 respectivement (Figure 25).
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Figure 25 : Description du protocole d’asthme allergique chez la souris C57BI6/J

d. Modele de marche atopique
Au moment du sevrage, les souris ont été soumises a une alimentation sans gluten.
A I'dge de 5 semaines, le protocole d’allergie alimentaire a débuté comme décrit
précédemment (Matériels et méthodes, 1 b) et une allergie respiratoire a été induite
une semaine aprés la derniére provocation orale (Matériels et méthodes, 1 c)
(Figure 26).

Allergie alimentaire Asthme allergique
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Figure 26 : Le protocole de marche atopique se compose d’une allergie alimentaire suivie d’'un asthme
allergique

e. Inhibition de la forme circulante de PCSK9
Des souris BALB/c, LdlIr'* et Ldir~ ont regu des injections sous-cutanées
d’alirocumab (Sanofi, 50 mg/kg) tous les 10 jours dés I'age de 4 semaines. Des
souris C57BI6/J ont également recu des injections d’alirocumab 3 jours avant le

début du protocole d’allergie alimentaire, puis aux jours 7, 17, 23 et 31. Les souris
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non traitées par I'alirocumab ont regu des injections sous-cutanées de NaCL 0,9%.
Des souris BALB/c ont regu une injection intraveineuse d’evolocumab (Amgen, 50
mg/kg) tous les 10 jours dés I'dge de quatre semaines. Les souris non traitées par
I'evolocumab ont regu des injections intraveineuses de NaCL 0,9%.

2- Analyses fonctionnelles des symptémes de I'allergie alimentaire

a. Evaluation du temps de transit intestinal
Au cours de la premiére provocation, la solution de gavage a été supplémentée avec
du rouge carmin (150 mg/mL). Aprés le gavage de I'animal, le temps d’apparition de
la premiére feces rouge a été noté. Le temps de transit intestinal a été identifié
comme étant la période entre le gavage et I'apparition de la premiéere féces rouge.

b. Mesure de I',edéme auriculaire
Au cours de la seconde élicitation, I'épaisseur de chaque oreille a été mesurée avant
et une heure aprés le gavage a l'aide d’'un micrométre digital (Mitutoyo, America
Corporation, Aurora, IL) (571). L’'oedéme auriculaire a été déterminé comme étant la
différence entre les valeurs obtenues.

3- Analyses fonctionnelles respiratoires

a. La pléthysmographie
La pléthysmographie est un outil qui mesure la fonction respiratoire de souris vigiles
(572). Chaque animal a été placé dans une chambre de pléthysmographie ou des
doses croissantes de métacholine (0, 5, 10, 20 et 40 mg/mL) ont été nébulisées. Les
mouvements respiratoires ont été évalués par des changements de pression
déterminés par des capteurs. L’inspiration conduit a une augmentation de la
pression, inversement pour [I'expiration. Le pléthysmographe mesure le flux
respiratoire de I'animal et détermine un index appelé la penH (572). La penH se

traduit par le temps de pause améliorée et refléte la fonction respiratoire de I'animal,
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notamment la réactivité des voies aériennes proximales (572). L’élévation de la
valeur de cet indice est corrélée avec I'asthme.
b. La technique des oscillations forcées
La technique des oscillations forcées permet la mesure des fonctions respiratoires au
niveau des voies aériennes profondes (573). Aprés anesthésie par un mélange de
kétamine et de xylazine, 'animal a été trachéotomisé et relié a un respirateur. Du
curare a été administré par voie sous-cutanée afin d’inhiber toute respiration
volontaire. Des doses croissantes de métacholine (0, 5, 10, 15 et 20 mg/mL) ont été
nébulisées via la sonde trachéale. Puis, la résistance, I'élastance et la compliance
pulmonaire ont été déterminées. La résistance pulmonaire représente la résistance
de l'écoulement de lair dans les voies aériennes. Elle reflete le niveau de
constriction des poumons. L’élastance dénote la résistance a I'augmentation du
volume pulmonaire. Elle se rapporte I'élasticité du poumon et serait I'inverse de la
compliance. Cette derniére représente la capacité du poumon a modifier son volume
suite a un changement de pression. Elle refléte la capacité du poumon a se distendre
(574).
4- Cytométrie en flux

Une heure aprés le second gavage de I'animal avec de la gliadine de blé ou de I'eau,
celui-ci a été anesthésié et sacrifié par ponction intracardiaque pour des analyses sur
le sérum. La rate et les GLM ont été prélevés, puis broyés mécaniquement. La
suspension cellulaire obtenue a été filtrée sur un tamis de 40 ym. Une lyse des
globules rouges a ensuite été effectuée par ajout d’'un tampon de lyse (RBC lysis
buffer, Thermo Fisher Scientific) pendant 7 minutes pour les suspensions cellulaires
provenant de la rate. Aprés un lavage, une centrifugation (1500 rpm, 5 minutes) a été

effectuée. Puis, les cellules ont été suspendues dans une solution de phophate-
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buffered saline (PBS) contenant 5% de sérum de veau foetal (SVF) et 1% EDTA. Les
cellules ont été stimulées pendant 5 heures avec 50 ng/mL de phorbol-12-myristate-
13-acetate, 1 yg/mL de ionomycine et 10 ug/mL de bréfeldine A. A la fin de cette
stimulation, les cellules ont été centrifugées et lavées afin d’effectuer le marquage
extracellulaire composé des anticorps (BD Biosciences) listés dans 'annexe 1. Ce
marquage a été effectué avec du CD16/32 afin d’éviter toute fixation aspécifique des
anticorps précédents. Les cellules ont été incubées 30 minutes a 4°C a I'obscuritée,
puis, elles ont été fixées et perméabilisées par le kit Cytofix/Cytoperm (BD
Biosciences) pendant 20 minutes a 4°C. Le marquage intracellulaire a ensuite été
effectué pendant 45 minutes a 4°C dans une solution perméabilisante PERM Wash
(BD Biosciences) avec les anticorps listés dans I'annexe 1. Aprés un lavage, les
cellules ont été analysées sur un Fortessa (BD Biosciences) et les données ont été
établies sur le logiciel Flow Jo v10 (FlowJo LLC, Ashland, OR, USA).
5- Modeéles cellulaires

a. Les cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse (BMDC)

Les fémurs et les tibias provenant de souris Pcsk9™* et Pcsk9”- ont été prélevés, puis
désinfectés. La moelle osseuse a été flushée aprés avoir retiré les extrémités des os.
Les érythrocytes ont été lysés par I'utilisation d’'un tampon de lyse (RBC lysis buffer,
Thermo Fisher Scientific) pendant 7 minutes, puis les cellules ont été lavées avec
une solution de PBS contenant 10% de SVF inactivé et 1% d’EDTA (575). Les

cellules ont ensuite été déposées en plaque 12 puits a 0,5 x10° cellules /mL dans un
volume final de 1 mL de RPMI (Gibco) supplémenté avec : 10% de SVF, 100 U/mL

de pénicilline, 100 ug/mL de streptomycine, 1 mM d’aa non indispensables, 50 uM 2-

mercaptoethanol et 20 ng/mL de granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
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(GM-CSF) recombinante. Au moment de la mise en plaque des progéniteurs, puis
aux jours 3 et 6, de la PCSK9 recombinante gain de fonction (PCSK9r D374Y,
Circulex) a 600 ng/mL et de I'alirocumab a 50 ug/mL ont été déposés dans les puits.
i. Mesure de I'état de maturité des BMDC

Les cellules ont été stimulées au 7° jour par I'apport de gliadine désamidée (10
pg/mL), puis, ont été incubées pendant 24 heures a 37°C. Au 8° jour, une analyse
par cytomeétrie de flux a été réalisée par un marquage extracellulaire en présence de
CD16/32 et avec un marqueur de viabilité dans le but d’éliminer les cellules mortes
(fixable viability stain dye, BD Biosciences). Le marquage extracellulaire a été réalisé
avec les anticorps listés dans 'annexe 1 pendant 30 minutes a I'obscurité a 4°C. Les
DC immatures (CD11c* CMHII™ed) et matures (CD11c* MCHIIM9M) ont été analysés
sur un Symphony (BD Biosciences) (575,576). Une analyse des données a été
réalisée sur Flow Jo v10. Aprés élimination des doublets, I'analyse des populations

s’est faite comme décrit sur la figure 27 ci-dessous.

DC matures
CD11c* CMHIIPigh

250K 250K

", -Cellules d’i.n.tér.ét T Elimination des doublets

200k L 200K

150K 150K

SSC-A
FSC-H

100K 100K

50K : .
- DC immatures

~-CD11c* CMHIImed

T T T T T T T T T T T oy T Ty
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K 0 103 104 105

FSC-A FSC-A CD11¢
Figure 27 : Stratégie utilisée pour discriminer les cellules dendritiques immatures et matures

b. Les lymphocytes T

I Isolement des lymphocytes T CD4*
La rate provenant de souris Pcsk9"* et Pcsk9” a été prélevée, puis les splénocytes
ont été récoltés apres broyage mécanique. Les lymphocytes T CD4" ont été isolés et

purifiés par un tri négatif selon les instructions du kit d’isolation EasySep (Stemcell
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Technologies). Les LT CD4" nouvellement isolés ont été mis en culture a une
concentration de 1 x10° cellules /mL dans un volume final de 1 mL de RPMI
contenant 10% de SVF inactive, 100 U/mL de pénicilline, 100 pg/mL de
streptomycine et 20 ng/mL d’IL-2 recombinante (BD Biosciences). La PCSK9r D374Y
(600 ng/mL) et l'alirocumab (50 ug/mL) ont été ajoutés dans les puits lors de la mise

en plaque des cellules.

Toutes les 12 heures depuis la mise en plaque jusqu’au 3¢ jour, du MTT a 5 mg/mL
((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma-Aldrich) a été
ajouté dans les puits. Puis, les cellules ont été incubées pendant 3 heures a 37°C.
Aprés centrifugation, le culot a été repris dans du DMSO, puis, la suspension a été
placée dans une plaque 96 puits et déposée sur un agitateur de plaque pendant 15
minutes. Enfin, 'absorbance a été mesurée au spectrophotomeétre a 540 nm.
c. Evaluation de la sécrétion de la B-hexosaminidase par les RBL

Des RBL (rate basophilic leukemia cells, 2H3, ATCC) ont été placés a 0,1 x10°
cellules dans une plaque 96 puits et incubés a 37°C pendant 24 heures. Le milieu a
été aspiré puis, le sérum de souris sauvages allergiques dilué a 1:100 a été déposé
dans les puits. Les cellules ont été incubées la nuit a 37°C. Suite a un lavage au
PBS, les cellules ont été mises a 37°C pendant une heure avec du Tyrode 1X
contenant la PCSK9r D374Y (600 ng/mL) ou l'alirocumab (50 ug/mL). Les cellules
ont ensuite été stimulées avec de la gliadine a 10 ng/mL pendant 40 minutes. Les
puits contrdles ont été stimulés avec du Tyrode 2X. Les surnageants ont ensuite été
transférés dans une nouvelle plaqgue 96 puits et 50 yL du substrat de la B-
hexosaminidase (1 mM p-nitrophenyl-N-acetyl-B-D-glucosamide dans du citrate 0,05

M, pH 4,5, Sigma Adrich) et incubés a 37°C pendant 90 minutes. La quantité totale

115



Matériels et méthodes

de B-hexosaminidase a été déterminée en lysant les RBL avec 1% de Triton X-100 et
incubés avec le substrat comme décrit précédemment. La réaction a été arrétée en
ajoutant un tampon glycine (pH 10,7) et la densité optique (DO) a été lue au
spectrophotometre a 405 nm. Le pourcentage de sécrétion de 3-hexosaminidase a
été déterminé selon la formule suivante : % de dégranulation = (DO de I'échantillon —

DO controle) [/ (DO 1%  Triton — DO  contréle) X 100.
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[ll- Résultats

1- L’absence et I'inhibition de PCSK9 protegent de l'allergie alimentaire

a. Avant-propos
L’allergie alimentaire est une pathologie inflammatoire chronique dont la prévalence
ne cesse d’augmenter et qui impacte de fagon considérable la qualité de vie des
patients (cf chapitre 2, Il 2). Les stratégies thérapeutiques actuelles ne peuvent
éviter ou soulager de maniére permanente les symptdmes de cette pathologie
(chapitre 2, Il 4). Il a été estimé que lallergie deviendra une des pathologies
majeures d’ici une vingtaine d’année (374). Il est crucial de comprendre les
meécanismes moléculaires avec plus de précision afin de pouvoir déterminer des
cibles thérapeutiques.
Dans ce sens, plusieurs études suggeéerent une association entre l'allergie et le
meétabolisme lipidique. Ce dernier favoriserait la polarisation des LT vers la voie Th17
(577). Manti et ses collegues auraient établi une corrélation entre la concentration
plasmatique d’IgE et la cholestérolémie (578). Dans ce contexte, nous avons étudié
'effet d’'un régulateur du métabolisme du cholestérol, PCSK9. Au-dela de son réle
lipidique, cette protéine serait impliquée dans la réponse inflammatoire (cf chapitre
1, ).

b. Résumé de notre article
Afin de vérifier notre hypothése, nous avons utilisé un modéle d’allergie alimentaire a
la gliadine de blé désamidée (Matériels et méthodes, 1b). Chez la souris, 'allergie
a la gliadine de blé se manifeste par une réponse Th2, une perturbation de
’homéostasie de la barriére intestinale et par un épaississement des oreilles (570).
Sous ce protocole, nous avons observé que le temps de transit intestinal des souris

Pcsk9” et des souris BALB/c traitées avec I'alirocumab n’est pas modifié. Ces souris
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n’ont pas développé d’cedéme auriculaire avec l'allergie. Enfin, nous avons remarqué
que la réponse inflammatoire de type Th2, Th17 et que la production d’'IgE n’a pas
été induite chez les souris Pcsk9” et des souris BALB/c traitées avec I'alirocumab.
De plus, I'apparition des symptdmes de l'allergie alimentaire n’a pas été atténuée par
la délétion intestinale de PCSK9. Cela suggére que la forme intestinale de cette
protéine n’a pas d’effet dans I'allergie. L’inhibition de la forme circulante de PCSK9
ayant les mémes effets que son absence totale, nous pouvons alors suggérer que la
PCSK9 circulante pourrait intervenir dans le processus allergique. Nos travaux
démontrent que l'inhibition de PCSK9 conserve des effets antiallergiques chez la
souris Ldlr-. PCSK9 modulerait I'allergie d’'une maniére indépendante du LDLR.
L’inhibition de cette protéine conserverait des effets protecteurs uniquement au
moment du déclenchement, étape modulée principalement par les basophiles et les
mastocytes. In vitro, il semblerait que 'apport de PCSK9 exogéne soit susceptible de
favoriser la maturation des BMDC, la prolifération des LT et la dégranulation des

basophiles.
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Abstract

The Proprotein Convertase Subtilisin Kexin of type 9 (PCSK9) has been identified in
2003 as the third gene involved in familial hypercholesterolemia. PCSK9 binds to the
membrane low-density lipoprotein receptor (LDLR) and promotes its cellular
internalization and lysosomal degradation. Beyond this canonical role, PCSK9 was
recently described to be involved in several immune responses. However, to date,
the contribution of PCSK9 in food allergy remains unknown. Here, we showed that
Pcsk9 deficiency or pharmacological inhibition of circulating PCSK9 with a specific
monoclonal antibody (m-Ab) protected mice against symptoms of gliadin-induced-
food allergy, such as increased intestinal transit time and ear oedema. Furthermore,
specific PCSK9 inhibition during the elicitation steps of allergic process was sufficient
to ensure anti-allergic effects in mice. Interestingly, the protective effect of PCSK9
inhibition against food allergy symptoms was independent of the LDLR as PCSK9
inhibitors remained effective in Ldlr deficient mice. In vitro, we showed that
recombinant gain of function PCSK9 (PCSK9 D374Y) increased the percentage of
mature bone marrow derived dendritic cells (BMDCs), promoted naive T cell
proliferation and potentiated the gliadin induced basophils degranulation. Altogether,
our data demonstrate that PCSK9 inhibition is protective against gliadin induced food

allergy in a LDLR-independent manner.

Keywords: Basophil degranulation, Food allergy, Gliadin, LDL-receptor, PCSKO.
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Introduction

Prevalence of food allergies (FA) significantly increased worldwide over the last thirty
years. Currently, 5% to 8% of children and 1% to 2% of adults are concerned by this
disease’?. In patients, symptoms may include abdominal pain, vomiting, diarrhea,
itchy skin, and/or vascular collapsus®. Allergic diseases are classified as the 4"
pathology in terms of morbidity by the World Health Organization * since they impact
patients’ quality of life and represent a significant economic burden®. However,
current therapeutic options remain limited. Therefore, a better understanding of the
key immunological mechanisms involved in this process is required to develop new
therapeutic strategies. FA is characterized by sensitization mechanism and
symptoms elicitation occurrence. Th2 lymphocytes play a key role in sensitization
leading to allergen specific immunoglobulin (Ig) E production by B cells®. Cross-
linking of the allergen-specific-IgE and the Fce receptors is necessary to activate
mast cells/basophils and release pro-inflammatory type 2 molecules such as
histamine, interleukin IL-4, IL-5, IL-13 and arachidonic acid derivatives’. Recently, it
was suggested that blood lipids levels are associated with allergic pathology. In a
non-obese pediatric population with atopic predisposition, a positive correlation was
found between serum IgE and cholesterol plasma levels®. Serum IL-10 concentration
is lower in children with dyslipidemia and atopic predisposition than in children with
dyslipidemia only®. In addition, lipid metabolism was associated with IL-10 synthesis
downregulation®. In opposite, sterol metabolism and generation of cholesterol
precursors are able to promote Th17 cells polarization and IL-6, IL-1, IL-4 and IL-17
release’.

Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) has been identified in 2003 as

the third gene involved in familial hypercholesterolemia'’, a genetic disease
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associated with high plasma low-density lipoprotein cholesterol (LDL-c) level and
premature cardiovascular diseases'?. PCSK9 is expressed in many organs™® but the
liver appears to be the sole organ contributing to circulating PCSK9 levels'. PCSK9
is a central regulator of cholesterol homeostasis by binding to the extracellular
domain of the LDL receptor (LDLR) and thereby promoting its intracellular
internalization and lysosomal degradation’. In the atherosclerotic plaque, PCSK9
promotes the recruitment of immune cells and confers a pro-inflammatory profile to
macrophages, monocytes and smooth muscle cells'®'°. Other studies determined
the effect of PCSK9 on Th17 cells and dendritic cells (DC) maturation and activation
in atherosclerotic plaque?>2'.

Beyond its canonical role, numerous studies reported that PCSK9 could participate in
several inflammatory disorders. PCSK9 full deficiency and inhibition confer protection
against septic shock response and cytokine cascade?'-?%. PCSK9 inhibition showed
protective effects in DSS-induced-colitis rat model?®. More importantly, it was recently
demonstrated that PCSK9 depletion attenuates tumor growth, improves mice survival
and increases immune effector cells intra-tumoral infiltration?”.

Considering the involvement of PCSK9 on immune polarization and the beneficial
effect of its inhibition on several inflammatory diseases, we aim to explore the
functional impact of PCSK9 deficiency or inhibition on an establish mouse model of

wheat-gliadin induced FA.
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Results

Total, but not intestine-specific, Pcsk9 deficiency protects mice against
deamidated gliadin-induced FA symptoms and inflammation.

We first explored the impact of full PCSK9 deficiency on FA symptoms (Fig.1A). As
expected, Pcsk9” mice had a reduced plasma cholesterol level (0.86 + 0.08 g/L vs
1.20 £ 0.15 in Pcsk9**mice, P<0.05) (Fig.1B) and an absence of circulating PCSK9
(Fig.1C). Previous studies showed that inflammation and allergy can alter plasma
PCSK9 and cholesterol levels respectively®'32. In our set-up, we observed that
plasma cholesterol levels were not affected by FA in Pcsk9** mice (Fig.1B), despite
a significant rise in plasma PCSK9 level (Fig.1C). Hypocholesterolemia was less
marked in Pcsk9” mice under FA conditions (Fig.1B). We compared the
development of FA symptoms in Pcsk9** and Pcsk9” mice (Fig.1A). Allergic
Pcsk9** mice display an increased transit time compared to control Pcsk9** mice
(156 £ 11 vs 270 = 14 min, P<0.0001) (Fig.1D). No difference was detected between
control and allergic Pcsk9”- mice (Fig.1D). Consistently, we also observed a
significant increase of ear thickness in allergic Pcsk9** mice (Fig.1E), while allergic
Pcsk9”7- mice did not develop ear oedema (Fig.1E). Together, these data indicate that
full Pcsk9 deficiency protects mice against food allergic symptoms development.

To determine the cellular mechanisms involved in the anti-allergic effect of PCSK9
deficiency, we measured immune cell populations from MLNs and spleen by flow
cytometry. While MLN Th2 and Th17 lymphocytes number were increased by FA in
Pcsk9** mice, we did not observe a similar induction in allergic Pcsk9” mice (Fig.1F
and G). Th2 and Th17 cells from spleen are not modified by FA or PCSK9 deficiency
(S1A ans B). IgE* B cells number from MLNs were not increased with FA (Fig.1H).

By contrast, splenic IgE* B cells number was significantly increased in allergic
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Pcsk9** but not in allergic Pcsk9” mice (Fig.1l). Finally, we observed a non-
significant trend for a plasma IgG1 increase in Pcsk9** FA mice (Fig.1J). Altogether,
these results confirm that Pcsk9 deficiency attenuates the allergic phenotype of FA
mice.

As PCSKQ9 is highly expressed in the small intestine’#33, we verified whether
intestinal PCSK9 could be involved in the regulation of FA. The same experimental
protocol was reproduced in intestine-specific PCSK9 knock-out (i-Pcsk97) ~mice?®
(Fig.S2A). Both the intestinal transit time and the ear oedema were similarly
increased in i-Pcsk9** and i-Pcsk9” mice following FA (Fig.S2B-E). Altogether,
these data demonstrate that full Pcsk9 deficiency protective action does not involve

intestinal PCSKO9.

Pharmacological inhibition of circulating PCSK9 by m-Ab reduces food allergy
symptoms.

To determine the importance of circulating PCSK9 on FA regulation, we
blocked its activity using a human PCSK9 m-Ab (Fig.2A). Due to the blockade of
PCSK9 activity toward LDLR, plasma cholesterol levels were decreased by 40 %
following PCSK9 m-Ab treatment (Fig.2B). Plasma total PCSK9 levels were
increased due to PCSK9 m-Ab induced plasma sequestration (Fig.2C). Upon allergic
conditions, vehicle-treated BALB/c mice demonstrated a significantly increased
intestinal transit time (Fig.2D) and increased ear thickness (Fig.2E) compared to
control mice. The treatment with PCSK9 m-Ab prevented the development of allergic
symptoms (Fig.2D and E). We measured a significant rise of Th2 and Th17 cells in
MLNs of vehicle-treated allergic mice but not in PCSK9 m-Ab treated mice (Fig.2F

and G). In MLNs, FA strongly increased strongly IgE* cells number in vehicle treated
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mice compared to non-allergic mice (Fig. 2H). Under PCSK9 m-Ab treatment, allergy
did not induce a significant increase of the MLNs IgE* cells number. In the spleen, we
did observe similar patterns (Fig.S3A-C).

Taken together, these data indicate that pharmacological inhibition of
circulating PCSK9 mimics the same anti-allergic phenotype than those observed in

full PCSK9 deficient mice.

Inhibition of PCSK9 controls food allergy by attenuating the elicitation process.

To further determine the phase of the FA process in which PCSK9 inhibition
efficiently attenuates the allergic response, we administered PCSK9 m-Ab either only
during the sensitization phase (day -3, 7 and 17) or only during the elicitation phase
(day 23 and 31) or throughout the entire protocol (Fig.3A).

PCSKS9 inhibition during sensitization steps did not prevent transit time
induction (Fig.3B) or ear oedema (Fig.3C-E). By contrast, mice treated with PCSK9
m-Ab during the elicitation phase reproduced the protective effect of PCSK9
inhibition during the entire experimental period (Fig.3B-E).

Together, these data suggest that pharmacological inhibition of PCSK9 mostly

impacts the elicitation phase and the associated effector cells.

PCSK9 acts on allergy elicitation process through a LDLR independent
pathway

The canonical pathway of PCSK9 action involves the downregulation of the
LDLR expression at the cell surface. We aimed to establish whether PCSK9
regulates allergic process induced by FA through a LDLR-dependent pathway. We

compared the effect of vehicle and PCSK9 m-Ab treatment on a full Ldlr deficiency
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(LdIr mice) and control Ldir* littermates (Fig.4A). The LdIr’ mice present an
alteration of plasma cholesterol clearance and cholesterol synthesis control leading
to hypercholesterolemia®*. We did confirm that Ldlr’* mice displayed
hypercholesterolemia and that PCSK9 m-Ab were unable to reduce their
hypercholesterolemia as previously reported?® (Fig.4B). As shown in Fig.4C-G,
PCSKO9 inhibition efficiently prevented the development of allergic symptoms in both
Ldir* and Ldlr’~ mice. These results demonstrate that PCSK9 inhibition tunes down

DG-FA in an LDLR-independent manner.

PCSK9 affects dendritic cells maturation, CD4* cells viability and basophils
degranulation during food allergy.

To further characterize the mechanism of action of PCSK9 on FA-mediated
immune reaction, we measured the effect of PCSK9 on different target cells types
involved in allergic reactions. First, we tested the effect of PCSK9 deficiency on
dendritic cell maturation (Fig.5A). We showed that Pcsk9 deficiency does not
significantly affect the population of immature or mature dendritic cells (Fig.5B). We
next tested the functional impact of recombinant PCSK9 treatment on dendritic cells.
We did notice that PCSK9 D374Y supplementation in culture media strongly
increases mature DC population (Fig.5C). Thus, circulating but not intracellular
PCSK9 impacts dendritic cells maturation.

In a second step, we measured spleen CD4* T cell viability from Pcsk9** and
Pcsk97- mice. We did observe a lower viability in CD4* cells from Pcsk9” mice
compared to those from Pcsk9** mice (Fig.5D). Conversely, treatment with
recombinant PCSK9 D374Y significantly increased cell viability of CD4* cells

(Fig.5E).
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Finally, we tested the effect of PCSK9 on basophil degranulation. Rat
Basophilic Leukemia (RBL) cells were treated with PCSK9 D374Y or PCSK9 m-Ab
one hour before gliadin challenge. While PCSK9 m-Ab supplementation significantly
reduced B-hexosaminidase release, the addition of recombinant PCSK9 D374Y in
culture media strongly promoted gliadin-induced degranulation (Fig.5F).

Taking together, our experiments in vitro showed that PCSK9 modulates
allergy by increasing dendritic cells maturation, CD4* T cell viability and basophil

degranulation.

Discussion

FA is a chronic inflammatory disease due to the persistence of type 2
inflammation at mucosal sites in response to an allergen. The present study is part of
the drive to better identify the extrahepatic actions of PCSK9 and in particular its role
in immunity. We explored for the first time the action of PCSK9 in FA process and
symptoms.

Here, we used deamidated wheat gliadin as food allergen in a well
characterized model reproducing the human pathology both by eliciting similar
immune reactions?® and épitopes®®. Wheat is a major component of the human diet,
particularly in Western countries. Among food allergies, wheat allergy is predominant
with an estimated prevalence of 0.8% and 0.1% based on oral challenge experiments
in American adults and European populations respectively?.

We first demonstrated that PCSKO full deficiency is protective against gliadin-
induced FA symptoms occurrence. PCSK9 is predominantly expressed in the liver,
kidney and intestine®3. As food anaphylaxis is mainly characterized by gut symptoms,

we explored about the functional role of the intestinal intracellular PCSK9 in
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immediate allergic reactions. We took advantage of a mouse model generated by our
team? which presents a tissue-specific deletion of PCSK9 in the intestinal mucosa.
Our data show that these i-Pcsk97 mice remain hypersensitive to allergic symptoms,
ruling out the possibility of a major functional role for the intestinal form of PCSKO.
Using parabiosis experiments in mice, Lagace et al. demonstrated that PCSKO is
secreted into the bloodstream and can act at a distance from its site of
production/secretion®. We next attempted to decipher the importance of this
circulating PCSK9 in FA through its pharmacological inhibition3. Our findings clearly
indicate that inhibition of circulating PCSK9 confers the same protection as total
PCSK9 deficiency.

Although other targets have been identified*?, the majority of PCSK9 effects on
cholesterol metabolism are mediated through its action on the LDLR pathway. In our
study, we have nevertheless observed that circulating PCSK9 inhibition in full Ldl-r"
mice maintained the same protection as that observed in wild-type mice. If PCSK9
affects certain immune responses via an LDLR-dependent pathway??'°, the reverse
has also been previously described in the literature. Katsuki S. et al. reported that the
development of vein graft lesions is facilitated by PCSK9 through mechanisms
unrelated to the degradation of LDLR or blood cholesterol levels®2. More precisely,
circulating form of PCSK9 in Ldl-r~ mice led to pro-inflammatory macrophage
activation leading to immune responses, proliferation and migration®2. While the
mechanisms of action remain relatively unclear, transcriptomic analysis identified NF-
KB, lectin-like oxidized LDL receptor 1 (LOX-1) and syndecan-4 (SDC4) as potential
pathways of PCSK9 pro-inflammatory role®2. Along the same line, hyperlipidemic
mice due to a double knockout in LDLR and the editing enzyme APOBEC1 feature

an increase in Th17 cells and IL-17 secretion in an PCSK9-dependent manner’”.

128



Résultats

How PCSKO deficiency or inhibition affects FA remains unclear and needs to
be further explored. Our in vivo data show that several key elements of the allergic
reaction cascade are modified by the absence/inhibition of PCSK9. The strong rise in
Th2, Th17 and IgE* B cells induced by FA was not observed in Pcsk9” and PCSK9
m-Ab treated mice. We did confirm these findings in vitro by showing that
recombinant PCSK9 D374Y 1) promotes the maturation of DC, which may facilitate
the initiation of the allergic reaction by modifying the program of naive T lymphocytes
in our model; 2) increases CD4" cells proliferation and 3) strongly induces basophils
degranulation.

Given the role of PCSK9 in regulating cholesterol metabolism, a relevant
question might be whether PCSK9 absence/inhibition exerts an anti-allergic action
via modulation of plasma cholesterol concentrations. Our data do not seem to
support this hypothesis. We did observe that the pharmacological inhibition of
PCSK9 reduces FA symptoms in normocholesterolemic BALB/c mice (Fig. 3) but
also in hypercholesterolemic Ldl-r”- mice (Fig. 4). Nevertheless, further data will be
needed to determine whether plasma PCSK9 concentrations affect FA by modulating
the intracellular and/or membrane cholesterol content of immune cells. Another
intriguing point to be explored concerns the loss of regulation of plasma cholesterol
concentration in response to PCSK9 in the context of allergy. While the
absence/inhibition of PCSK9 was associated with a significant reduction in
cholesterol levels under standard conditions (Fig. 1B & Fig. 2B), this was no longer
the case in allergic situations.

Interestingly, our study shows that PCSK9 inhibition is mostly active during the
elicitation phase. More data are required to precisely affirm at which step PCSK9

absence/inhibition exerts an antiallergic effect but it is tempting to speculate that its
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action on basophils/mast cells degranulation is probably a crucial point. This finding
raises the question of the therapeutic value of using PCSK9 inhibitors in allergic
crises and to our knowledge, there are no such dedicated studies in the literature.
Similarly, there are currently no data showing a potential link between PCSK9
genetic variants and allergy susceptibility.

Thus, our research prospects will focus on understanding the mechanisms of action
of PCSK9 on mast cell degranulation induced by wheat gliadin. If we have clearly
ruled out the involvement of the LDLR pathway, future studies will be needed to
determine which receptors/transporters/membrane proteins can contribute to the
attenuation of allergic reaction by PCSK9 absence/inhibition. Indeed, beyond LDLR,
PCSK9 has been described as able to interact with other membrane proteins such as
the very low-density lipoprotein (VLDLR)*, the apolipoprotein E receptor 2
(ApoER2)*, the LDLR related protein 1 (LRP1)*°, CD364%°, CD814°, the B-site amyloid
precursor protein cleaving enzyme 1 (BACE1)*, the amyloid-like protein 2
(APLP2)*, the amyloid precursor protein (APP)* , the Na* channel (ENaC)*, and
(SCD4)%236, Recently, Liu X. and colleagues found that PCSK9 inhibition can boost
the response of tumors to immune checkpoint therapy, through an original
mechanism?’. Indeed, PCSK9 inhibition increases the expression of major
histocompatibility protein class | (MHC [) proteins on the surface of tumor cells,
promoting a robust intra-tumoral infiltration of cytotoxic T cells?’. Several studies also
highlighted the effect of PCSK9 on the Toll-like receptor 4 (TLR4)/NF-kB
pathway?®41. The expression of TLR4 is increased by PCSK9 through the activation
of NF-kB pathway, thus, promoting inflammatory cascade*?*3. Interestingly, TLR4

was associated with food sensitization in mice*.
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Potential limitations of our study include the fact that our sensitization and
allergic reactions in mice were induced by an artificial process, as no spontaneous
model of allergic mice is available. Furthermore, only gliadin-induced FA was tested
in the present study. It might be of interest to test the effect of PCSK9 on other
mouse models of allergic diseases such ovalbumin-induced asthma or cow milk or
peanut FA. Next, we did not compare or attempt to combine the anti-allergic effect of
PCSK9 inhibitors with anti-IgE immunotherapy#®. Finally, most of the mouse models
used in the present study were bred on a C57BI6/J genetic background and it is well
admitted that is a poor and resistant model of FA in reason of their pro-Th1 immune
profile*®. Reassuringly, most of our findings, including the antiallergic impact of

PCSKO9 inhibition, was also confirmed on BALB/c mice.

Conclusion

Taken together, our results highlight the clinical and immunological importance
of circulating PCSK9 in food anaphylaxis. Both PCSK9 full deficiency and
pharmacological inhibition of circulating PCSK9 by mAbs are protective against the
onset of FA symptoms. Our data show that PCSK9 acts mainly during the elicitation
phase via an LDLR-independent mechanism, at least by attenuating degranulation of

basophils and mast cells.

Methods

Animals models. C57BI6/J, BALB/c (from Charles River laboratories), Pcsk9” and
intestinal-specific Pcsk9 deficient (i-Pcsk97) 28 and Ldlr-deficient (LdI-r"") mice were
housed in a 12-hour day/night cycle and had unlimited access to water and gluten-

free food.
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Gliadin deamidation. 10mg of native gliadins were dissolved in 1mL of 0,1N
hydrochloric acid at 90°C for 1h. The reaction was stopped by neutralizing with 0,1N
NaOH. The solution was dialyzed for 5 days against distilled water (changed twice
every day) and lyophilized as described previously®°.

Allergy induction protocol. Five-week-old mice were sensitized at day 0, 10 and 20
by intraperitoneal injection of 10 pg deamidated gliadins with aluminium hydroxide
(DG/Alum)?. At day 27 and day 34, mice were orally challenged with 20 mg of DG in
water to induce the allergic reaction. Negative control mice were sensitized with PBS
and challenged with water.

Pharmacological inhibition of PCSK9. Monoclonal anti-PCSK9 antibody (m-Ab,
Alirocumab, Sanofi-Aventis, France) was diluted in saline solution and
subcutaneously administrated to 4-week-old BALB/c mice (50 mg/kg BW every ten
days).

Intestinal transit time measurement. Intestinal transit time was evaluated at day 27
by measuring the time period between an oral gavage with a solution containing DG
(20mg) and red carmin (150 mg/mL) and the appearance of the first red fecal pellet.
Measurement and histological visualization of ear thickness. During second
challenge, ears thickness was determined with a digital micrometer (Mitutoyo,
America Corporation, Aurora, IL) before and one hour 20mg DG gavage®. Ears were
then harvested, fixed in 4% paraformaldehyde, embedded in paraffin, cut and stained
with hematoxylin eosin. 5 ym sections were scanned using the NanoZoomer slide
scanner (Hamamatsu Photonics, Japan) and the dermis thickness was quantified

using NDP view 2 software (Hamamatsu Photonics K.K., Shizuoka, Japan).
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Isolation of cells and flow cytometry. Mesenteric lymph nodes (MLNs) and spleen
were collected and homogenized in in RPMI-1640 medium (Gibco, Thermo Fisher
Scientific). 1.10% cells were transferred to a 96-well round-bottom plate and
stimulated for 5 h with 50 ng/mL of phorbol-12-myristate-13-acetate and 1 pg/mL of
ionomycin (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) with brefeldin A (10
pug/mL, BD Biosciences, Le Pont de Claix, France). Cells were stained with surface
markers (CD3-APCH7, CD4-PEPCy7, CD8-PerCP5.5, CD25-BV510, CD9-APC,
CD19-PerCP5.5, IgE-BV510, IgD-PE) in the presence of Fc blocker mouse CD16/32
antibody (BD Biosciences). For intracellular staining, the cells were fixed and
permeabilized using a Cytofix/Cytoperm kit (BD Biosciences, Le Pont de Claix,
France) and stained with FoxP3-APC, IL10-PE, RORyT-BV421, Gata3-BV421, INFy-
PE and IL4-APC. Cells were analyzed on a Fortessa cytometer (BD Biosciences, Le
Pont de Claix, France). Data were acquired using Diva software and analyzed with
FlowJo v10 (FlowJo LLC, Ashland, OR, USA).

Plasma cholesterol parameters. Plasma cholesterol level was measured using
commercially enzymatic kit (Sobioda, Montbonnot, France) according to
manufacturer’s instruction.

PCSK9 protein levels quantification. Plasma PCSK9 level was determined by
ELISA with R&D Duoset PCSK9 mouse kit (Bio-Techne SAS, Noyal Chétillon sur
Seiche, France).

Plasma IgG1 quantification. Plasma IgG1 level was quantified by ELISA with 1gG1
mouse uncoated ELISA kit (Thermo Fisher Scientific, MA, USA).

Generation of mouse bone marrow derived DCs (BMDCs). Femur and tibia of 7-
10 weeks Pcsk9** and Pcsk9” mice were collected and disinfected with ethanol

absolute. Extremities of bones were cut and bone marrow cells were flushed with
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PBS supplemented with 10 % of heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) and 1 %
EDTA. Erythrocytes were lysed using RBC lysis buffer (Thermo Fisher Scientific, MA,
USA) and washed in PBS supplemented with 10 % of FBS and 1 % EDTA. The cells
were cultured at 0,5 x 108 cells/mL into 12-well plate in a final volume of 1 mL in
RPMI-1640 medium (Gibco, Thermo Fisher Scientific) supplemented with 10 % of
FBS, 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin, 1 mM minimal essential medium
non-essential amino acids, 50 pM 2-mercaptoethanol (Gibco) and 20 ng/ml
recombinant mouse granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)
(premium grade, Miltenyi Biotech, Germany). At the 3™ day of culture, 0,5 mL of fresh
medium supplemented with GM-CSF was added. Cells were harvested on day 6,
washed with complete medium and used as BMDCs. Recombinant gain-of-function
PCSK9 (PCSK9 D374Y, Circulex, CliniSciences, France) at 600 ng/mL and
alirocumab at 50 ug/mL were added to the medium of Pcsk9** BMDCs at days 0 and
6.

Flow cytometry analysis of BDMCs. At day 7, BMDCs were stimulated with 10
pug/mL of DG for 24 h at 37°C. Cells were labeled with fixable viability stain dye (BD
biosciences, Le Pont de Claix, France) for exclusion of dead cells. Monoclonal
antibodies to mouse F4/80 (Alexa Fluor 647), CD11b (BB-700), CD11c (BUV-395),
MHC-II (PE-Cy7), CD40 (BV-421), CD80 (BUV-737), CD86 (PE), CD8 (APC-H7),
were all from BD Biosciences. Dendritic cell maturation was analyzed by flow
cytometry by quantifying precursor (MHCII™ed & CD11c*) and mature DC (MHCIIMs" &
CD11c") populations which were analyzed with Symphony (BD biosciences) and

were analyzed using Flow Jo v10.
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T cell purification and proliferation assay. Single cell suspensions were prepared
from spleen of Pcsk9** and Pcsk9” mice. CD4* T-cells were purified by negative
selection using the EasySep CD4* T-cell isolation kit (Stemcell Technologies, Saint-
Egréve, France).

CD4" T cells were incubated with mouse recombinant IL-2 at 20 ng/mL (BD
biosciences, Le Pont de Claix, France) and MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide, Sigma-Aldrich M5655) was added to each well at a final
concentration of 5 mg/mL, and cells were further incubated at 37°C for 3 h. Dimethyl
sulfoxide was added to each well after removing the medium. After shaking the
plates for 15 min, the absorbance was measured at 540 nm using a
spectrophotometer (Varioskan, Thermo Fisher Scientific, MA, USA). PCSK9 D374Y
and alirocumab were added to the medium of Pcsk9** CD4* T cells at day 0O as
described above.

In vitro basophil degranulation assay. Rat basophilic leukemia cells (RBL-2H3
cells, ATCC) were placed at 0,1 x 108 cells/mL into 96-well plate and cultured for 24
h. Cells were washed with PBS, sera samples were added at 1:100 and the cells
were cultured overnight. After one wash with PBS, cells were cultured with
recombinant PCSK9 D374Y at 600 ng/mL or alirocumab (50 [1g/mL) diluted in
Tyrode 1X during one hour. Then, cells were challenged with DG at 10 ng/mL for 40
min. The control group was challenged with Tyrode 2X. The supernatants were
transferred to 96-well plate and 50 pL of substrate (1 mM p-nitrophenyl-N-acetyl-3-D-
glucosaminide in citrate 0,05 M, pH 4,5, Sigma Aldrich) was added to the wells. The
plate was incubated for 1h30 at 37°C. To determine the total amount of released f3-
hexosaminidase, the cells were lysed with 1% Triton X-100 (Thermo Fisher

Scientific) and incubated with substrate using the same procedure as for the
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determination of the activity in the supernatants. Glycine buffer (pH 10,7) was added
to stop the reaction and the optical density (OD) was measured at 405 nm by using a
reader (Varioskan, Thermo Fisher Scientific). The results were expressed as
percentage of the total -hexosaminidase content of the cells determined by cell lysis
with 1 % Triton X-100 and calculated by using the formula: % degranulation = (OD
sample — OD control) / (OD 1% Triton — OD control) x100.

Study approval. The protocol was approved by the Ethics Committee on Animal
Experimentation of Pays de Loire (CEEA-23421).

Statistical analysis. Data were analyzed using GraphPad Prism (La Jolla, CA,
USA). Normality and equality of variance were checked by normality test and F-test,
respectively. Values were expressed as the mean * standard error of the mean
(SEM) and compared using Mann-Whitney U test, one-way ANOVA with Kruskal-
Wallis multiple comparison test or two-way ANOVA multiple comparison test. A p-

value of less than 0.05 was considered as statistically significant.
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Nonstandard abbreviations used:

APLP2: amyloid-like protein 2
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ApoER2: apolipoprotein E receptor 2

BACE1: B-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1
BMDC: bone marrow-derived dendritic cell

DC: dendritic cell

DG: deamidated gliadin

EnaC: Na* channel

FA: food allergy

FBS : fetal bovin serum

GM-CSF : granulocyte macrophage colony stimulating factor
Ig : immunoglobulin

IL : interleukin

LDL-c: low-density lipoprotein cholesterol

LDLR: LDL receptor
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LOX : oxidized LDL receptor

LRP: LDLR-related protein

MHC | : major histocompatibility protein class |

MLN: mesenteric lymph node

PCSK®9: Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9
RBL : rate basophilic leukemia

SDC : syndecan

TLR: Toll like receptor

VLDLR: very low-density lipoprotein receptor
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Figure 1. Total PCSK9 deficiency protects mice against deamidated gliadin-
induced food allergy. (A) Schematic representation of the food allergy protocol:

Five weeks old Pcsk9** and Pcsk9” mice were sensitized at day 0, 10 & 20 with
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either PBS (Ctrl group) or deamidated gliadins (DG: 50 ug in 200 yL (PBS + alum);
Food allergy -FA- Group). One week after the last sensitization, mice were orally
challenged with either water (Ctrl) or DG (20 mg in 200 yL of water; FA group). (B)
Intestinal transit time measured at day 27 after the first challenge. (C) At day 34, after
the second challenge, we assessed the gliadin induced ear oedema. We measured
(D) the plasma cholesterol and (E) the plasma PCSK9 levels. Th2 (F) and Th17
lymphocytes (G) and IgE* B cells (H) numbers from mesenteric lymph nodes were
quantified by flow cytometry. (I) The number of splenic IgE*™ B cells was measured by
flow cytometry from

Pcsk9** and Pcsk9” mice. (J) Plasma IgG1 concentrations were measured by
ELISA from plasma harvested 1h after the second elicitation. Data are represented
as the mean + SEM. P-value was determined using Mann-Whitney U test; *P < 0.05,

**P <0.01, *™*P <0.001 and ****P < 0.0001. n=9-12 mice per group.
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Figure 2. Pharmacological inhibition of circulating PCSK9 significantly reduces
gliadin induced food allergic symptoms.

(A) Schematic representation of the food allergy protocol: Four-weeks-old BALB/c
mice received every ten days a subcutaneous injection of saline solution or
monoclonal anti-PCSK9 antibody (alirocumab, 50 mg/kg). Four days after
antibodies/saline injection, mice were either sensitized every ten days with
intraperitoneal injection of gliadin (DG: 50 ug in 200 yL (PBS + alum); FA group) or
saline solution (Ctrl group). Elicitation was induced at days 27 & 34 by oral gavage of
gliadin (20 mg in 200 pL of water; FA group). Control mice received an oral gavage of

water. Plasma (B) cholesterol and (C) PCSK9 levels were measured at day 34. (D)
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Intestinal transit time was measured at days 27 following the first elicitation and (E)
the ear thickness at day 34 after the second challenge. Th2 (F) and Th17
lymphocytes (G) and IgE™ B cells (H) numbers from mesenteric lymph nodes were
quantified by flow cytometry. Data are means £+ SEM and statistical significance was
determined using non-parametric Mann-Whitney U test; ns indicates not significant,

*P<0.05, **P<0.01, ***P < 0.001 and ****P < 0.0001. n=8-10 mice per group.
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Figure 3. Pharmacological inhibition of PCSK9 during elicitation is sufficient to
inhibit food allergy. (A) Schematic representation of the experiment: PCSK9 m-Ab
was administrated either during the sensitization steps, the elicitation steps or all
along the allergic protocol. (B) Plasma cholesterol and (C) PCSK9 levels measured
at day 34. (D) Intestinal transit time and (E) ear thickness measured respectively
after the first and second challenge. (F) Representative hematoxylin-eosin-stained
ear section harvested 1 hour after the second challenge. Bars, 10 ym. (F) Dermis
thickness measurement. Data are means + SEM and were analyzed using one-way

ANOVA; *P < 0.05, **P < 0.01 and *** P < 0.001. n=8-11 mice per group.
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Figure 4. PCSK9 inhibition prevents allergy development in LdIr" mice. (A)
Schematic representation of the experiment: Ctrl and FA LdIr*”* and Ldlr"- 4-weeks-
old LdIr** and Ldlr’- mice were treated with saline solution or PCSK9 m-Ab at day -7,
3, 13, 23 and 33. B) Intestinal transit time and (C) ear thickness measured
respectively after the first and second challenge. (D) Plasma cholesterol and (E)
PCSKO9 levels measured at day 34. (F) Representative hematoxylin-eosin-stained ear
section harvested 1 hour after the second challenge. Data are means + SEM (n= 6 -
10 animals per group). P-values are determined using Mann-Whitney U test; ns

indicated not significant, *P < 0.05, **P < 0.01 and *** P < 0.001.
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Figure 5. PCSK9 affects immune cells in vitro. (A) Schematic representation of
the gating strategy (B) CD11c* MHCII™e4 and CD11c* MHCIIMS" cells percentage
determined by flow cytometry from Pcsk9** and Pcsk9” BMDCs. (C) BMDCs
isolated from Pcsk9** mice were cultured with recombinant D374Y PCSK9 or
PCSK9 m-Ab for 8 days, CD11c* MHCII™4 and CD11c* MHCII"e" cells percentage
was determined by flow cytometry on day 8. (D) Viability of Pcsk9** and Pcsk9”
CD4* T cells cultured for 72h. (E) Viability of Pcsk9** CD4* T cells cultured in
presence with alirocumab or recombinant PCSK9 D374Y. (F) Basophil (RBL)
degranulation was tested by quantifying the p-hexosaminidase percentage release
following vehicle, PCSK9 m-Ab or recombinant D374Y PCSK9 treatment. Data are
means + SEM. Mann-Whitney U test and two-way ANOVA tests were used; *P <

0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 and ****P < 0.0001. n=5-12 mice per group.
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Data are means + SEM. P-values are determined using Mann-Whitney U test; ns, not
significant, *P < 0.05, **P < 0.01 and ****P < 0.0001.

n=9-12 mice per group.
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Supplemental 2. Mice with intestinal Pcsk9 deficiency are not protected against
Deletion of PCSK9 in the intestine has no beneficial effect on food allergy. (A)
Schematic representation of the experiment. (B) Transit time measurement. (C) Ears
thickness and D) dermis thickness evaluation. E) H&E staining of ears of i-Pcsk9**
mice at the left and i-Pcsk9” mice on the right. Bars, 10 um. Data are represented
as the mean £ SEM. (n = 9 — 10 animals per group). P-values are determined using
Mann-Whitney U test *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 and ****P < 0.0001.
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c. L’inhibition de PCSK9 par I'evolocumab a des effets modestes sur l'allergie
alimentaire

L’inhibition de PCSK9 par evolocumab a été effectuée tout au long du protocole
d’allergie alimentaire chez la BALB/c. De maniére surprenante, la cholestérolémie
des animaux traités par I'evolocumab n’a pas été diminuée par rapport a la situation
contréle (Figure 28 A). Nous avons observé une augmentation significative de la
concentration plasmatique de PCSK9 (Figure 28 B). Cela pourrait confirmer la
séquestration de la PCSK9 circulante par les anticorps. Enfin, nous avons constaté
que l'allergie diminue la cholestérolémie des souris non traitées a I'evolocumab mais

ne module pas la concentration de PCSK9 (Figure 28).
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Figure 28: L'évolocumab ne semble pas modifier la cholestérolémie des animaux. A) Cholestérolémie et B)
concentration plasmatique de PCSK9. * p<0,05 et *** p<0,001, selon un test de Mann & Whitney. n = 10 souris
par groupe. Ctrl : contréle et AA : allergie alimentaire.

De facon inattendue, le temps de transit des souris BALB/c non traitées n’a pas été
augmenté avec l'allergie mais nous avons constaté qu’il serait plus élevé que celui
des souris allergiques traitées a I'evolocumab (Figure 29 A). Nous avons remarqué
que les souris allergiques non ftraitées ont développé un cedéme auriculaire

contrairement aux souris traitées par evolocumab (Figure 29 B-D).
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Figure 29 : L'evolocumab a des effets protecteurs partiels sur l'allergie alimentaire. A) Mesure du temps de
transit intestinal, B) Différence de I'épaisseur des oreilles, C) Epaisseur du derme auriculaire et D) coupe
histologique de l'oreille, barre : 10 um. * p<0,05 ;**p<0,01 et *** p<0,001, selon un test de Mann & Whitney. n =
10 souris par groupe. Ctrl : contréle et AA : allergie alimentaire.

Point résumé — Résultats de notre étude sur I'allergie alimentaire

+ |’absence totale d’expression et I'inhibition pharmacologique de PCSK9 conférent une protection
face a I'apparition des symptdmes de I'allergie alimentaire

+ La forme circulante de PCSKO9 joue un rble dans cette pathologie

+ PCSKO9 interviendrait principalement au cours du déclenchement

» Le mécanisme d’action potentiel de PCSK9 est indépendant du LDLR

+ La PCSK9 recombinante favorise la maturation des DC, la prolifération des LT et la dégranulation

des basophiles in vitro

2- L’inhibition de PCSK9 améliore I'altération des parameétres respiratoires
induits par 'asthme allergique
a. Avant-propos
L’asthme se définit comme une pathologie inflammatoire chronique des voies
respiratoires. Cette pathologie concerne 400 millions de personnes dans le monde

(368) et est responsable d’environ 250 000 décés chaque année (369). L'asthme
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peut étre induit par I'exposition a des allergénes aéroportés tels que les poils de chat,
l'acarien, le pollen ou les moisissures (chapitre 2, | 3). Parmi ces allergenes,
'acarien serait responsable de 85% des cas d’asthme allergique (579). Lorsque le
sujet est exposé a lallergene aéroporté, la crise d’asthme se déclenche. Les
molécules proinflammatoires libérées par les mastocytes et les basophiles induisent
la contraction des cellules musculaires lisses bronchiques. Cela comprime les
bronches et rend la respiration difficile (580). Les patients sont sujets a une dyspnée,
une toux, une oppression de la cage thoracique et des sifflements. Ces symptémes
sont plus ou moins séveéres selon les patients (581). L’asthme a un fort impact sur la
qualité de vie des patients. Le moindre effort ou activité quotidienne telle qu'une
marche prolongée ou la montée des marches peut devenir difficile. Le sommeil des
patients peut étre perturbé a cause de crises nocturnes. L’asthme s’associe a un
absentéisme scolaire ou a des arréts de travail fréquents ainsi qu’a des troubles
dépressifs (5682,583).

La prise en charge de I'asthme débute par lidentification de l'allergéne auquel le
patient serait sensible afin de minimiser I'exposition a ce déclencheur (369). Lorsque
'asthme allergique est considéré comme sévére, la mise en place d’un traitement de
fond se met en place. Il se compose d’antihistaminiques, corticoides inhalés et/ou de
bronchodilatateurs. Ce traitement doit &tre suivi a long terme et étre pris de maniere
quotidienne. En revanche, une mauvaise observance des patients a pu étre
constatée, ce qui rend cette stratégie inefficace. Il est toutefois possible de la coupler
a une désensibilisation (584). Les désensibilisations a l'acarien et au pollen ont
démontré leur efficacité, cependant, elles resteraient inefficaces pour l'allergie aux

poils d’animaux (585,586). Malgré les progres dans la prise en charge de I'asthme
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allergique, sa prévalence n’a cessé d’augmenter et il est donc crucial d’étudier de
nouvelles cibles thérapeutiques.

Nous avons veérifié si la délétion ou [linhibition de PCSK9 pourrait améliorer
l'altération de la fonction respiratoire induite par I'asthme allergique. Pour ce faire,
des souris C57BI6/J, Pcsk9” et BALB/c ont été soumises a un protocole d’asthme
allergique a I'acarien (noté HH — House dust mite / House dust mite), comme détaillé
dans le matériels et méthodes partie 1b. Les fonctions respiratoires ont été évaluées
par pléthysmographie et par la technique des oscillations forcées (Matériels et
méthodes, 3). Avec I'asthme, la valeur de la penH, de la résistance et de I'élastance
pulmonaire augmentent alors que celle de la compliance diminue. Ces différents
parameétres s’observent pour les plus fortes doses de métacholine (573,587).

b. La déficience en PCSK9 protege les souris de la survenue de I'asthme allergique

Un modéle d’allergie a I'acarien a été mis en place chez la souris Pcsk9** et Pcsk9™.
En accord avec les travaux de Rashid et ses collégues, nous avons observé une
hypocholestérolémie et aucune concentration circulante de PCSK9 chez la souris

Pcsk9” en situation basale ou allergique (Figure 30) (45).
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Figure 30: La déficience en PCSK9 est responsable d'une diminution de la cholestérolémie A)
Cholestérolémie et B) concentration plasmatique de PCSK9. ** p<0,01 et **** p<0,0001, selon un test de Mann &
Whitney. n = 7 - 10 souris par groupe.

Il peut étre difficile d’'induire un asthme allergique chez la souris C57BI6/J en raison

de leur immunité pro-Th1 (588). Nous avons donc utilisé un protocole d’allergie
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respiratoire sévére compose de six provocations intranasales (cf Figure 24). En
comparaison a la situation contrdle, la résistance et I'élastance pulmonaire des
souris Pcsk9** allergiques ont significativement augmenté (1,29 cmH20.s/mL vs
4,27 cmH20.s/mL, p <0,0001, et 38,72 cmH2>O/mL vs 109,78 cmH.O/mL, p <0,0001,
respectivement) (Figure 31 A & B). Nous avons observé que la compliance des
souris Pcsk9** HH a diminué par rapport aux souris Pcsk9*"* contréles (Figure 31
C). Ces parametres sont en accord avec l'installation d’'un asthme allergique chez la
souris Pcsk9**. Nous n’avons pas constaté de différence dans les valeurs de la
résistance, de I'élastance ou de la compliance entre les souris Pcsk9” HH et
contréles. Cela suggére que la déficience en PCSK9 protégerait les souris de

I'altération de la fonction respiratoire profonde induite par 'asthme allergique.
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Figure 31: La déficience en PCSK9 améliore l'altération des parametres respiratoires induits par I'asthme
allergique. Mesure de la A) résistance, B) élastance et C) compliance pulmonaire par la technique des oscillations
forcées. * p<0,05 ; ***p<0,001 et **** p<0,0001, selon un test ANOVA a deux facteurs. n = 7 - 10 souris par
groupe.
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c. L’evolocumab confere une protection face a I'asthme allergique
Nous avons mesuré l'effet d’'une inhibition de PCSK9 par evolocumab chez la
BALB/c au cours d’'un protocole d’asthme allergique (Matériels et méthodes, 1 c).
Bien que nous n'ayons pu attester I'effet de I'evolocumab sur la cholestérolémie,
nous avons observé que la concentration de PCSK9 a augmenté dans cette
condition (Figure 32). Nous avons constaté que I'asthme allergique induit une baisse
de la concentration plasmatique en cholestérol (Figure 32 A) et une augmentation

de la concentration en PCSK9 (Figure 32 B).
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Figure 32: Effet de I'evolocumab sur les concentrations plasmatiques en cholestérol & PCSK9. Concentration
plasmatique de A) cholestérol et B) PCSK9. * p<0,05 ; ***p<0,001 et **** p<0,0001, selon un test de Mann &
Whitney. n = 13 - 20 souris par groupe.

La penH a été déterminée par pléthysmographie le lendemain du premier challenge
intranasal (Matériels et méthode, 3a). Nous avons pu observer que la penH
augmente avec l'asthme que les souris soient traitées ou non par I'evolocumab

(Figure 33).
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Figure 33: La penH est modifiée par I'asthme allergique. Mesure de la penH par pléthysmographie.
***n<0,001 entre le groupe contréle et le groupe HH non traité. *¥p<0,01 et ¥¥¥p<0,0001 entre le groupe contréle
et HH traité a I'evolocumab. Selon un ANOVA a deux facteurs. n = 13 - 20 souris par groupe.

La semaine suivante, la résistance, I'élastance et la compliance ont été mesurées
par la technique des oscillations forcées. Nous observons une résistance et
élastance augmentées, ainsi qu’'une compliance diminuée chez les souris HH non
traitées (Figure 34). En comparaison a la situation contrdle, ces trois parameétres ne
sont pas modifiés chez les souris asthmatiques traitées par evolocumab (Figure 34).
Ces données suggerent que l'evolocumab prévient la détérioration des fonctions

aériennes profondes induites par 'asthme allergique.
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Figure 34: L’evolocumab empéche l'altération de la fonction ventilatoire profonde induite par I'asthme.
Mesure de la A) résistance, B) élastance et C) compliance pulmonaire par la technique des oscillations forcées.
p<0,05 et ***p<0,001, selon un test ANOVA a deux facteurs. n = 13 - 20 souris par groupe.
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d. L’alirocumab améliore les fonctions respiratoires modifiées au cours de 'asthme

allergique

Nous avons également vérifié I'effet de I'inhibition PCSK9 par alirocumab au cours

de l'asthme allergique indu

it chez la BALB/c. Nous avons constaté que les souris

traitées par alirocumab ont une réduction de la cholestérolémie (Figure 35 A) et une

concentration plasmatique

de PCSK9 augmentée (Figure 35 B). De la méme

maniére, nous avons observé que l'allergie module ces deux parameétres (Figure

35).
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Figure 35 : Effet de I'alirocumab

sur les concentrations plasmatiques en cholestérol & PCSK9. Concentration

plasmatique de A) cholestérol et B) PCSK9. * p<0,05 et ****p<0,0001, selon un test de Mann & Whitney. n = 10 -

20 souris par groupe.

La valeur de la penH a été augmentée avec I'asthme en condition basale ou en

situation traitée (Figure 36).
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Figure 36: La penH est augmentée par I'asthme. Mesure de la penH par pléthysmographie. *p<0,05 ;

**p<0,01 et ****p<0,0001 entre le

groupe contréle et le groupe HH non traité. ¥%¥%p<0,0001 entre le groupe

contréle et HH traité a I'alirocumab. Selon un ANOVA a deux facteurs. n = 10 - 20 souris par groupe.
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Les souris HH non traitées a l'alirocumab ont présenté une résistance et élastance
augmentées ainsi qu’'une compliance diminuée par rapport aux souris contrbles
(Figure 37). En revanche, les valeurs de ces trois parameétres ne sont pas différentes
entre les souris contrbles et asthmatiques traitées a l'alirocumab (Figure 37). Ces
résultats suggérent que l'alirocumab protége les souris de la modification des

fonctions aériennes terminales induite par 'asthme allergique.
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Figure 37 : L'alirocumab améliore les fonctions respiratoires profondes altérées par I'asthme. Mesure de la A)
résistance, B) élastance et C) compliance pulmonaire par la technique des oscillations forcées. * p<0,05 ;
**0<0,01 ; **p<0,001 et ****p<0,0001 entre les groupes contréles et HH non traités. £p<0,05 et #£p<0,01 entre les
groupes HH traités ou non. Selon un test ANOVA a deux facteurs. n = 10 - 20 souris par groupe.

Point résumé — Résultats de notre étude sur I’'asthme allergique

+ L’absence totale d’expression de PCSK9 prévient I'altération des fonctions respiratoires
profondes induite par I'asthme allergique

» L’alirocumab et I'evolocumab n’ont pas d’effet bénéfique sur 'altération de la ventilation

proximale
+ L’inhibition de PCSK9 confére une protection face a la modification des fonctions respiratoires

profondes
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3- L’inhibition de PCSK9 présente un effet antiallergique au cours de la marche
atopique
a. Avant-propos

L’atopie se définit comme étant la prédisposition personnelle ou familiale a la
sensibilisation et a la production dIIgE en réponse a des déclencheurs
environnementaux (589). La marche atopique est un concept qui se caractérise par
la progression de la dermatite atopique ou de l'allergie alimentaire apparues dans
'enfance vers le développement d’'un asthme allergique a l'adolescence (590).
Spergel a été le premier a établir une corrélation entre la sensibilisation cutanée et le
développement d’'un asthme allergique chez la souris. Il a ainsi défini la marche
atopique comme étant « I'histoire naturelle des manifestations allergiques,
caractérisée par une séquence typique de progression des maladies atopiques ;
dermatite atopique puis asthme au cours de la vie » (590).

20% des enfants sujets a une dermatite atopique modérée développent un asthme
allergique (591). Lorsque la dermatite atopique est sévére, ce chiffre passe a 60%
(591). Les enfants atteints d’eczéma atopique ont trois fois plus de risque de
développer une allergie respiratoire par rapport aux enfants non atopiques (592).
Cela suggére que la dermatite atopique est le point d’entrée de la marche atopique.
Or, une association significative entre I'allergie a l'ceuf et la présence d’allergie
respiratoire a 'adge de 4 ans a été souligné en 2000 (593). De plus, 31% des enfants
sensibilisés a un allergene alimentaire a 6 et 12 mois développent un asthme une
dizaine d’années plus tard (594,595). Les enfants porteurs d’'une dermatite atopique
et de plusieurs sensibilisations alimentaires ont plus de risque de développer un
asthme (596). Ainsi, la dermatite atopique et/ou I'allergie alimentaire seraient le point

d’entrée d’un asthme plus tardif et leur traitement dans I'enfance ne peut empécher
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ce processus. Par exemple, l'utilisation d’antihistaminiques ou de probiotiques
n’évitent et ne retardent pas le développement d’'un asthme atopique chez I'enfant
atteint de dermatite atopique (597-599). Une stratégie de désensibilisation a
I'acarien par immunothérapie orale n’a pas eu d’effet préventif sur le développement
de pathologies atopiques (600). Ainsi, les stratégies de prévention ou thérapeutique
n‘empéchent pas la survenue d’'un asthme. De plus, in vivo, l'allergie alimentaire
aggrave l'asthme allergique (601). En effet, les fonctions ventilatoires et le tissu
pulmonaire sont altérés d’'une facon plus importante au cours de la marche atopique
(601). Cette caractéristique se retrouve chez 'Homme. L’allergie alimentaire est
associée a une augmentation du nombre d’hospitalisation lié a une crise d’asthme.
De plus, l'allergie au lait de vache et a l'arachide s’associe a une élévation de
I'utilisation de corticoides dans le traitement de I'asthme. Il semble alors que I'asthme

induit au cours du processus de marche atopique soit plus sévere (602).

Face a I'échec des stratégies de prévention et a la sévérité de 'asthme au cours de
la marche atopique, il est nécessaire d’étudier ce mécanisme afin d’établir de
nouvelles cibles thérapeutiques. Dans ce but, nous avons complété notre étude par
une mesure de l'inhibition de PCSK9 lors du processus de marche atopique. Le
modele mis en place dans notre laboratoire prend en compte une double allergie. En
effet, les souris ont d’'abord été soumises a un protocole d’allergie a la gliadine de
blé, suivi de l'induction d’un asthme allergique a l'acarien au cours duquel les
fonctions respiratoires ont été mesurées comme décrit précédemment (Matériels et

méthodes, 3).
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b. L’inhibition de PCSK9 améliore les fonctions aériennes profondes altérées par la
marche atopique
Dans ce modéle, nous avons observé que I'evolocumab n’affecte pas la
cholestérolémie des animaux mais augmente la concentration plasmatique de
PCSK9 (Figure 38). La marche atopique, notée FA + HH, a diminué la

cholestérolémie mais n'a pas modifié la concentration plasmatique de PCSK9

(Figure 38).
A 2.0~ B 6000~ -
3 —_— 5000} '
= 1.5 —
= °° £ 4000~
5_ 5 ==
ady o n = 3000~
52V (85| EmE . 2 500
o 8 9 400
= o (&) [oX) n
8 o5 Hik & 3001 .
5 200+
100 bo Fﬁ
0.0 \[ T T 0 \I T T
\ 0
(,0“60 3 (‘\} 0&0 x,g?‘ 6"?
& P O e
& &
QQ)( %Qx
Q?'x QV'x

Figure 38 : Effets de l'inhibition de PCSK9 sur les concentrations plasmatiques en cholestérol & PCSK9 au
cours de la marche atopique. A) Cholestérolémie et B) concentration plasmatique de PCSK9. * p<0,05 et

*kkk

p<0,0001, selon un test de Mann & Whitney. n = 8 - 10 souris par groupe.

La valeur du temps de pause améliorée est augmentée au cours de la marche

atopique indépendamment de l'inhibition de PCSK9 (PCSK9-mADb) (Figure 39).
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Figure 39 : La valeur du temps de pause améliorée augmente au cours de la marche atopique. Mesure de la
penH par pléthysmographie. % et **p<0,01 selon un ANOVA & deux facteurs. * entre le groupe contréle et le
groupe HH non traité. ® entre le groupe contréle et HH traité avec I'anticorps anti-PCSK9. n = 8 - 10 souris par
groupe.
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A la derniére dose de métacholine, la résistance pulmonaire des souris non traitées a
significativement augmenté en comparaison aux souris qui ont regu I'evolocumab
(2,91 cmH20.s/mL vs 1,95 cmH20.s/mL, p <0,01) (Figure 40 A). A cette méme dose,
I'élastance pulmonaire des souris non traitées est plus élevée en comparaison au
groupe controle et asthmatique traité (Figure 40 B). La compliance a augmenté
uniquement pour le groupe atteint de marche atopique non traité (Figure 40 C).
L’inhibition de PCSK9 est susceptible d’empécher [altération de la fonction

respiratoire aggravée par la marche atopique.
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Figure 40 : L'inhibition de PCSK9 empéche l'altération de la fonction aérienne profonde induite par la marche
atopique. Mesure de la A) résistance, B) élastance et C) compliance pulmonaire par la technique des oscillations
forcées. * p<0,05 ; **p<0,01; ***p<0,001 et ****p<0,0001 entre les groupes contréles et HH + FA non traités.
££p<0,01 entre les groupes HH + FA traités ou non. Selon un test ANOVA a deux facteurs. n = 8 - 10 souris par
groupe.
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Figure 41 : Résumé de nos résultats.
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IV- Discussion et perspectives

Au cours de notre étude, nous avons choisi de travailler sur un composant du gluten,
la gliadine. Cela nous permet d’approcher l'alimentation de 'Homme puisque ce
composé est amplement utilisé par I'industrie agroalimentaire (603). Il a été décrit
que les formes désamidées du gluten sont incriminées dans l'allergie alimentaire et
sont associées a une réaction sévere (604,605). Notre groupe a mis au point un
modele d’allergie a la gliadine désamidée chez la souris que nous avons repris au
cours de cette étude (570). Celle-ci a été complétée d’'un modéle d’asthme allergique
a l'acarien qui est bien mis en place dans notre équipe (606). Ce modéle permet de
mimer la situation chez 'Homme puisque la plupart des sujets atteints d’un asthme
allergique sont plus facilement sensibilisés par voie cutanée que par voie nasale
(607). De plus, lacarien est lallergéne respiratoire le plus fréquent chez
'asthmatique (579). Le dernier modéle utilisé dans notre projet a été un modéle de
marche atopique. Celui-ci mime ce processus car il prend en considération deux
modeles complets d’allergie. Une fois de plus, nous nous approchons de la réalité
puisque 50% des patients avec un asthme allergique ont eu une autre allergie dans
leur enfance (608).

La souris de fond C57BI6/J n’est pas le modele le plus utilisé dans les études
d’allergies (cf chapitre 2, 1 4). De par leur immunité pro-Th1, les symptdbmes de
I'allergie induits dans ce modéle sont plus modérés (495,588). La souris BALB/c est
le modéle de référence dans I'étude de l'allergie puisque celle-ci présente un profil
immunitaire pro-Th2 (588). Nous avons donc utilisé cette souche afin d’évaluer I'effet
d’une inhibition de PCSK9 au cours de l'allergie. En revanche, les souris Pcsk9” et
Ldlr”- sont disponibles uniquement sous fond C57BI6/J. C'est pour cela que nous

avons utilisé ces souches dans notre étude. Nous avons pu démontrer que les souris
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C57BI6/J et BALB/c développent les caractéristiques de l'allergie alimentaire et
respiratoire. Nous avons retrouvé une augmentation du temps de transit intestinal, un
cedéme auriculaire, une altération des voies aériennes profondes et une
inflammation de type Th2 et Th17. Nous avons utilisé un modéle robuste d’allergie
alimentaire et respiratoire.

La modulation de la cholestérolémie peut étre considérée comme un marqueur de
l'allergie. Par exemple, linjection d’histamine ou d'un composé permettant sa
synthése endogéne réduit la cholestérolémie chez le rat (609). De plus, l'allergie
alimentaire s’associe a une diminution de la cholestérolémie chez la souris (610). En
2016, Yamada et ses colléegues précisent I'impact du récepteur 2 de I'histamine (H2)
sur les paramétres lipidiques (611). Les souris H27- ont présentés une augmentation
de leur cholestérolémie, de la concentration plasmatique de VLDL-c, de LDL-c, de
HDL-c et de triglycérides (611). En 2022, il a été démontré que I'injection histamine
ou d’'un agoniste du récepteur H1 ou H2 chez le rat réduit la concentration
plasmatique de cholestérol total et de LDL-c (612). Au cours de notre étude, nous
n‘avons pas obtenu un effet de [lallergie sur la cholestérolémie de fagon
systématique. Par exemple, la cholestérolémie des souris allergiques a la gliadine
est restée inchangée sauf pour les souris BALB/c non traitées a 'evolocumab. Nous
avons pu mettre en évidence que l'allergie respiratoire réduit la cholestérolémie chez
la BALB/c mais pas chez la souris C57BI6/J.

D’autres évidences étudiées chez 'lHomme, suggérent un lien entre l'allergie et le
métabolisme du cholestérol. Il a été mentionné que les lipides pourraient étre
considérés comme des éléments prédictifs de l'allergie (613). La concentration
plasmatique d’IgE et la cholestérolémie totale sont positivement corrélées chez

I'enfant porteur d’une prédisposition atopique (578). De méme, les niveaux circulants
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d’'IL-10 sont diminués chez les enfants présentant une dyslipidémie et une
prédisposition atopique comparé a des enfants atteints de dyslipidémie (578). Les
symptoémes de la rhinite allergique seraient plus importants chez les individus atteint
de dyslipidémie et leur concentration plasmatique en IgE et IL-17 est augmentée
(614). Au-dela des études sur lallergie, il a été démontré que le métabolisme
lipidique est associé au systéeme immunitaire. Ce métabolisme serait associé a
linduction du profil Th2 et Th17 (577). Il favorise la sécrétion de cytokines
proinflammatoires telles que I'lL-6, I'lL-1, I'lL-4 et I'IL-17 (577). Le métabolisme
lipidique est connu pour induire une sous-régulation de la synthése d’IL-10 (615). Les
possibles interactions entre I'allergie et la dyslipidémie nous ont alors mené a vérifier
le réle de PCSK9, une protéine impliquée dans le métabolisme du cholestérol et
dans le processus inflammatoire. Il a été décrit que PCSK9 est impliquée dans la
sécrétion de cytokines proinflammatoires par les macrophages (268), les DC (275) et
les LT (279). Cette protéine participe a l'induction du profil proinflammatoire de ces
mémes cellules (272,275,279). Cela suggeére que la présence de PCSK9 favorise la
mise en place d’une réaction inflammatoire, qui est 'une des composantes majeures
de l'allergie.

Afin de vérifier I'impact de PCSK9 dans l'allergie, nous avons utilisé des souris
Pcsk97-, et nous avons inhibé sa forme circulante avec des anticorps monoclonaux
anti-PCSK9 dans un modéle sauvage (C57BI6/J et BALB/c). Sous régime classique,
la déficience et I'inhibition de PCSK9 réduisent la cholestérolémie des animaux (45).
Dans notre étude, les souris Pcsk9” et les souris traitées par alirocumab
développent une baisse de la cholestérolémie en condition basale. Cependant, cet
effet se trouve inhibé par l'allergie alimentaire ou la cholestérolémie des animaux

retrouve une valeur comparable a la situation contréle. En revanche, dans notre
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modéle d’asthme allergique, les souris Pcsk9”- conservent leur hypocholestérolémie.
On peut se demander si les effets observés dans notre étude sont dus a la PCSK9
elle-méme ou a la modulation de la cholestérolémie. Dans notre étude, nous avons
utilisé un modeéle normocholestérolémique (BALB/c et C57BL6/J) et un modele
d’hypercholestérolémie (souris Ldlr”). Ces deux souches développent les
symptbmes de [lallergie alimentaire de fagon similaire. En effet,
I'hypercholestérolémie n’a pas induit d’effets additifs sur la gravité des symptémes.
De plus, nous avons obtenu des effets similaires en condition d’asthme allergique en
utilisant un modéle hypocholestérolémique traité par anticorps anti-PCSKO.
Indépendamment de la cholestérolémie, nous avons obtenu des effets similaires sur
'amélioration des symptdmes de lallergie alimentaire et respiratoire. Les effets
observés ne seraient donc pas dus a la modulation de la cholestérolémie mais
seraient liés a un effet de la PCSK9 elle-méme.

De facon remarquable, nous avons mis en évidence que la déficience et linhibition
de PCSK9 protégent les souris du développement des symptdomes de lallergie
alimentaire et respiratoire. En effet, les animaux Pcsk9” et traités par anticorps anti-
PCSK9 ne développent pas de modification de leur temps de transit intestinal,
d’cedéme auriculaire ou d’altération des voies aériennes profondes. Cependant, nous
n'‘obtenons pas d’effet bénéfique sur la fonction aérienne proximale. Cette
contradiction peut s’expliquer par la technique utilisée. En effet, nous avons mesuré
la fonction respiratoire supérieure par pléthysmographie qui peut étre influencée par
différents paramétres (587). La technique des oscillations forcées n’est pas modulée
par des parameétres extérieurs ou par I'animal lui-méme et apporte des résultats plus
fiables et plus précis que la pléthysmographie (573). Il aurait été intéressant de

compléter notre étude par une analyse histologique du poumon qui aurait permis de
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dénoter les dommages tissulaires et I'état inflammatoire du tissu induits par I'asthme
allergique. L’allergie respiratoire se caractérise également par une hyperréactivité du
tissu bronchique (580). Cela peut se mesurer ex vivo sur le tissu bronchique par des
tests de provocation avec différentes doses de molécules bronchoconstrictrices telles
qgue la métacholine.

PCSK9 s’exprime de fagon importante dans le foie, les reins et l'intestin (1,131).
L’allergie alimentaire se manifeste par des troubles intestinaux, nous nous sommes
interrogés quant au réle de la forme intestinale de PCSK9. Nous avons donc utilisé
un modele développé par notre équipe en 2020, qui présente une délétion spécifique
de PCSK9 dans l'intestin (231). Nous avons pu mettre en évidence que la délétion
intestinale de cette protéine ne protége pas les souris du développement des
symptémes de l'allergie alimentaire. En outre, la forme intestinale de PCSK9 n’a pas
d’effet dans le processus allergique. En revanche, I'inhibition de sa forme circulante
par un anticorps anti-PCSK9 présente un effet antiallergique. Cela met en évidence
le réle de la forme circulante au cours du processus allergique.

Comme cela a pu étre détaillé en introduction (cf chapitre 1, | 4), le réle canonique
de PCSKO9 est d’induire la dégradation lysosomale du LDLR (24). L’allergie module
également I'expression de ce récepteur. Par exemple, la délétion du récepteur H1 ou
H2 chez la souris est associée a une diminution de I'expression hépatique du LDLR
(611). Nous avons ainsi émis I'nypothése que le mécanisme d’action de PCSK9 sur
I'allergie pourrait étre dépendant du LDLR. Nos résultats démontrent que les effets
antiallergiques de I'alirocumab sont conservés chez la souris Ldlr”. Cela indique que
'effet de PCSK9 dans l'allergie est indépendant du LDLR. Il serait intéressant de le

confirmer dans un modéle d’asthme allergique.
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De facon remarquable, des études ont évoqué lI'impact du VLDLR et de LRP1, des
récepteurs présentant une homologie forte avec le LDLR (Chapitre 1, 1 5), au cours
de l'allergie respiratoire. Les travaux de Fredriksson et ses collegues mettent en
évidence que la délétion du VLDLR chez la souris asthmatique augmente
linflammation pulmonaire avec une infiltration des LT et des éosinophiles (616).
Dans ce modéle, la concentration plasmatique en IgE, IL-4, IL-5 et IL-13 était plus
élevée. Plus récemment, le role de LRP1 a été soulevé dans I'asthme allergique
avec l'observation faite que I'expression de ce récepteur diminue dans les DC issues
de patients asthmatiques (617). Sa délétion spécifique dans les cellules CD11c*
aggrave le phénotype de lasthme allergique en augmentant notamment la
production de cytokines de type Th2. De plus, ces souris présentent une
inflammation pulmonaire de type é€osinophilique plus importante (617). Ces études
démontrent que l'absence du VLDLR ou de LRP1 chez la souris aggrave le
phénotype associé a un asthme allergique. PCSK9 est associée a la dégradation de
ces deux récepteurs (cf chapitre 1, 1 5). Nos données suggérent donc que PCSK9 a
un effet au cours de l'asthme allergique. Il serait intéressant de vérifier si le
mécanisme d’action potentiel de PCSK9 dans l'allergie serait lié a I'un de ces
récepteurs. Nous pourrions vérifier la sévérité des symptdémes induits par une
allergie alimentaire ou respiratoire chez la souris VIdlr- ou CD11c* LRP17 traitées a
I'alirocumab.

Au-dela de son role dans le métabolisme du cholestérol, il a été suggéré que PCSK9
impacte la réaction inflammatoire par un mécanisme indépendant du LDLR (cf
chapitre 1, | 5). La délétion de PCSK9 altére le nombre de lymphocytes Th17 et la
sécrétion d’'IL-17 indépendamment du LDLR (279). Plus récemment, Katsuki et al. a

pu mettre en évidence que la forme circulante de PCSK9 participe a I'activation de
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macrophages pro-inflammatoires par une voie non dépendante du récepteur au LDL
(272). Plusieurs cibles possibles de PCSK9 ont été évoquées, notamment la voie
NF-kB, LOX-1 et le syndecan-4 (272). Nous avons pu démontrer que la déficience et
que linhibition de PCSK9 affectent le nombre de lymphocytes Th17 in vivo. De plus,
le nombre de lymphocytes Th2 et plasmocytes sécréteurs d’'IgE sont impactés par la
déficience et l'inhibition de cette protéine. On peut penser que PCSK9 module
I'allergie en affectant 1) les DC (maturation, capacité de présentation de I'antigéne,
migration) ; 2) les LT (prolifération, polarisation, apoptose) et 3) le phénotype et la
prolifération des LB.

Nos résultats révélent que la PCSK9 exogéne favorise la maturation des DC in vitro.
Cependant, Liu et Frostegard ont démontré que la forme intracellulaire de PCSK9
module le phénotype et la fonction de ces cellules (275). Dans leur modéle, I'apport
de PCSK9 exogene n’a pas contrebalanceé les résultats obtenus par I'inhibition de
PCSK®9 par siRNA (275). Ces différences pourraient s’expliquer par le modéle utilisé.
Nous avons manipulé des DC provenant de la moelle osseuse de souris alors que
les auteurs ont différencié des cellules du sang périphérique humain. Il serait alors
intéressant de réitérer notre expérience en utilisant un autre modele cellulaire et de
vérifier notre approche sur des cellules humaines. Nous pourrions mesurer le profil
proinflammatoire ou tolérogéne de notre modéle en mesurant I'expression et la
sécrétion de cytokines. Il serait possible réaliser une co-culture avec des LT naifs et
mesurer leur polarisation par une analyse de leur phénotype (Th2, Th17, Treg, par
exemple). Enfin, il serait intéressant de mesurer la capacité migratoire des DC. Par
exemple, I'étude de Bernelot Moens et al. effectuée sur des monocytes, démontre
que l'inhibition de PCSK9 réduit leur migration (265). Plus récemment, I'étude de

Katsuki et al. indique que PCSK9 serait impliquée dans la migration des
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macrophages (272). Le syndecan 4 a été évoqué comme une cible potentielle de
PCSK9 par laquelle cette protéine modulerait la migration des macrophages (272).
Dans le contexte de I'asthme, le syndecan-4 est exprimé sur les DC et est impliqué
dans leur migration (618).

Nos résultats mettent en avant que PCSK9 influence la prolifération des LT. Ce
résultat rejoint les constatations de Proto et al.,, qui met en évidence que la
surexpression hépatique de PCSK9 participe a I'expansion des LT in vivo (280). En
revanche, des mesures supplémentaires sont nécessaires afin de vérifier I'effet de
PCSK9 sur la polarisation des LT, leur capacité de migration ou encore leur
apoptose. Quelques données ont déja été exploitées dans la littérature. Nous savons
qu’'une déficience en PCSK9 module la polarisation des Th17 (279). L'apport d’'un
siRNA anti-PCSK9 dans plusieurs lignées cellulaires induit un processus d’apoptose,
mais il resterait a le démontré dans les LT (350,619,620).

Nous avons bénéficié de I'expertise de I'équipe du Dr. Sophie Brouard (UMR 1064 —
CR2TI — Centre de Recherche en Transplantation et Immunologie Translationnelle —
Nantes) qui s’intéresse aux lymphocytes B. Leurs travaux ont mis en évidence que

PCSK9 n’exerce aucun effet sur la prolifération ou le phénotype de ces cellules

(Figure 42).
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Figure 42: PCSK9 ne module pas le phénotype ou la prolifération des LB. Mesure de la A) prolifération des
LB. Mesure du pourcentage de B) plasmoblastes et C) de LB mémoires. n = 6 par groupe.
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Dans la littérature, il existe peu d’'informations sur un lien éventuel entre PCSK9 et
ces cellules. Néanmoins, deux études associent la dyslipidémie avec une
augmentation des IgE plasmatiques (578,614). Cependant, les niveaux circulants de
PCSK9 n’ont pas été mesurés dans ces études. Plus récemment, I'alirocumab n’a
montré aucun effet sur les niveaux sanguins d’lgG, d’IgM et d’IgE aprés 8 semaines
de traitement (266). A notre connaissance, aucune association n’a été vérifiée entre
les variants de PCSK9 et les concentrations d’immunoglobulines. Or, I'allergie est
une pathologie caractérisée par une élévation de la concentration en IgE. De fagon
intéressante, l'infection par des parasites tels que le parasite de la Malaria induit une
réponse immunitaire de type Th2 et est considérée comme une pathologie a forte
concentration d’IgE. Il s’avére que la prévalence de patients sujets a une infection
sévere au parasite de la malaria est importante chez les individus porteurs d’une
mutation gain de fonction pour PCSK9 (621). De plus, la mortalité associée a cette
pathologie diminue chez les patients porteurs d’'une mutation perte de fonction pour
PCSK9 (622). PCSK9 serait donc associée a la sévérité d’'une pathologie a IgE.

Les effets potentiels de PCSK9 sur les DC et les LT ne sont peut-étre pas suffisants
pour expliquer le bénéfice obtenu sur la survenue des symptdmes de l'allergie. En
effet, I'inhibition de PCSK9 réalisée uniquement au cours de la sensibilisation ne
prévient pas le développement des symptomes de l'allergie alimentaire. Cependant,
elle présente des effets antiallergiques lorsqu’elle s’effectue au moment du
déclenchement. Lors de cette phase, les basophiles et mastocytes libérent des
molécules pro-inflammatoires qui vont induire les symptdbmes de [lallergie (cf
chapitre 2, | 3). Ces résultats nous ont alors mené a vérifier I'effet de PCSK9 au
cours de la dégranulation. Nous avons travaillé sur les RBL de type 2H3, un modéle

de basophiles provenant du rat qui a été modifié pour exprimer le FceR1 murin. |l
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aurait été intéressant de compléter notre travail avec des mastocytes dérivés de la
moelle osseuse ou dérivés de progéniteurs péritonéaux. Cependant, cela nécessite
le sacrifice d’'un trop grand nombre d’animaux pour obtenir un nombre suffisant de
cellules. Nos résultats indiquent que la PCSK9 recombinante augmente la
dégranulation des RBL et son inhibition présente l'effet inverse. Ce résultat serait en
mesure d’expliquer nos observations effectuées in vivo mais souléve d’autres
questions : de quelle maniére PCSK9 influence-t-elle la dégranulation ? PCSK9
module-t-elle I'activation des basophiles ? Influence-t-elle leur migration ? Induit-elle
leur apoptose ? Module-t-elle 'expression ou la dégradation du FceR1 ?

Comme évoqué en amont, différentes études ont démontré que PCSK9 participe a la
prolifération (280) et la migration (265,272) de plusieurs cellules immunitaires. De
plus, elle influence l'apoptose de différentes lignées cellulaires (350,619,620). La
fluvastatine induit 'apoptose de mastocytes murins et humains (623) et diminue la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (624). De fagon intéressante, I'utilisation
de statines chez ’'Homme s’associe a I'amélioration des parameétres respiratoires et
a la diminution des hospitalisations liées a I'asthme (625,626). L’activation des
mastocytes se mesure in vivo par un test d’anaphylaxie passive. Il se base sur
l'injection d’un allergéne dans l'oreille de la souris sensibilisée au préalable (627).
Cela est suivi d'une injection intraveineuse de bleu Evans. Ce colorant cible le
contenu de dégranulation des mastocytes. Si l'injection de l'allergéne induit la
dégranulation des mastocytes, l'oreille de I'animal se colorera en bleu. Nous
pourrions effectuer cette mesure chez la souris Pcsk9** et Pcsk9”", mais également
dans un modeéle traité par alirocumab. Cette expérience nous apporterait des
informations supplémentaires sur l'effet de PCSK9 dans [lactivation et la

dégranulation des mastocytes directement dans un modéle intégré. De fagon
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complémentaire, nous pourrions réaliser un test d’activation des basophiles. Pour ce
faire, nous utiliserions du sérum de souris Pcsk9** et Pcsk9”-, mais également dans
un modele traité par alirocumab. Il serait également possible d’ajouter du sérum de
souris sauvage supplémenté en alirocumab ou PCSK9 recombinante.

Si nous évoquons le rble potentiel de PCSK9 sur trois cellules impliquées dans la
physiopathologie de l'allergie, nous n’apportons pas de preuve sur le mécanisme
d’action moléculaire de cette protéine au cours de l'allergie. Il serait alors nécessaire
de vérifier la fonction de cette protéine sur les autres aspects évoqués dans la
discussion (différenciation, migration, mort cellulaire, etc). Il serait également
indispensable d’étudier les mécanismes moléculaires plus finement. Plusieurs
possibilités ont été évoquées dans la littérature. Par exemple, PCSK9 est associée a
'expression de SOCS1, une protéine qui va conduire les DC a un profil tolérogéne
(275). PCSK9 est également associée a l'expression de Rorc, facteur de
transcription permettant la différenciation des Th17 (279). Cette protéine s’associe
aussi a I'expression de CD69, un marqueur d’activation des Treg (266). Toutes ces
études ont pu mettre en évidence son association avec I'expression de ces différents
facteurs mais n'ont pas démontré de quelle maniere PCSK9 exercerait cet effet. Une
fonction bien caractérisée de cette protéine est linternalisation / la dégradation
lysosomale de récepteurs. Cependant, nous ne savons pas si PCSK9 est capable de
se fixer a ces récepteurs ou si elle pourrait moduler leur expression par une autre
voie. Les mémes interrogations peuvent se poser concernant I'expression de CCR2.
En effet, I'inhibition de PCSK9 s’associe a une diminution de I'expression de ce
récepteur aux chimiokines exprimé par les monocytes (265). Dans le contexte de
I'allergie, il serait alors intéressant de mesurer I'expression de CCR9, récepteur aux

chimiokines qui permet la migration intestinale des cellules immunitaires (628).
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L’inhibition de PCSK9 pourrait aussi moduler l'expression du FceRI sur les
basophiles et les mastocytes ou I'expression des récepteurs a I'histamine.

En dehors de cette fonction, différentes études associent PCSK9 a des voies de
signalisation, notamment la voie TLR4/NF-kB (cf chapitre 1, Ill 3). L’effet de PCSK9
dans la maturation des DC et/ou dans la prolifération des LT est-il lié¢ a cette voie ?
Nos données démontrent que PCSK9 agit majoritairement au cours de la
dégranulation mais le mode d’action reste inexploré. La signalisation des récepteurs
FceRI implique la phosphorylation de résidus tyrosine par des tyrosine kinases (629).
Des études évoquent une association entre PCSK9 et la phosphorylation de certains
acteurs de voies de signalisation. Par exemple, elle module la phosphorylation de
IkBa, un acteur de la voie de signalisation NF-kB (293). Notre groupe a montré que
la modulation de PCSKS9 in vitro affecte la phosphorylation d’'un acteur de la voie
NODAL, une voie de I'embryogenése (630). PCSK9 active également la voie de
signalisation phosphatidylinositol 3 kinase / protein kinase B (PI3K/AKT) au cours du
processus meétastatique (357). Cette voie de signalisation participe a la survie des
cellules tumorale, leur prolifération et migration (631). Enfin, PCSK9 module la
phosphorylation de ERK1/2 dans la voie KRAS/MEK/ERK (358).

La dégranulation des mastocytes et des basophiles nécessite la translocation des
granules vers la membrane plasmique et leur fusion (632). Il existe plusieurs
meédiateurs a ce mécanisme tels que des protéines solubles vont alors former un
complexe appelé SNARE (N-ethylmamaleimide-sensitive factor attachment protein
receptor) qui sont présents sur les membranes a fusionner. Ce mécanisme
comprend également une synaptotagmine. Les SNARE se composent de protéines
telles que la syntaxine, la NSF (soluble N-ethylmaleimide sensitive factor) et la SNAP

(soluble N-ethylmaleimide attachment protein) qui vont se lier a des protéines VAMP
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(vesicle-associated membrane proteins) présentes sur la membrane vésiculaire
(633). De fagon intéressante, une étude démontre une association entre PCSK9 et
VAMP2 et une protéine SNAP (247). Cependant, cette étude associe cet effet au
LDLR dans le type cellulaire étudié (247).

Le systeme immunitaire, les barrieres épithéliales et le microbiote sont les trois
composantes de l'allergie. Lors de notre étude, nous nous sommes intéressés a
I'effet de PCSK9 sur I'aspect immunitaire. Cependant, nous n’avons pas vérifié son
rble au sein des barrieres épithéliales et du microbiote. Bien que PCSK9 soit
exprimée au niveau de la peau et quelle soit impliquée dans des pathologies
inflammatoires cutanées (Chapitre 1, lll 1), a notre connaissance, cette protéine
n‘aurait pas d’'effet sur l'intégrité de la barriere épithéliale. 1l semblerait qu’aucune
étude n’a vérifié le role de PCSK9 sur I'expression des protéines de jonctions entre
les cellules épithéliales.

Nous pouvons également nous demander si PCSK9 est susceptible d’induire une
dysbiose intestinale qui serait a I'origine d’une allergie alimentaire. Il a été démontré
que différentes molécules et extraits végétaux (la berbérine, la naringine, la
quercétine et le xiannaokang) améliorent la composition du microbiote et réduisent
'expression de PCSK9 (634-638). Il semblerait alors qu’'un microbiote sain soit
associé a une réduction de I'expression de cette PCSK9. On pourrait alors envisager
qu’au cours d’une allergie, une dysbiose puisse s’installer et de ce fait, augmenter
'expression de PCSK9 et qu’elle puisse avoir des conséquences sur le systéme
immunitaire. En outre, la question de l'effet direct de PCSK9 sur le microbiote
demeure.

Le LPS, composant des bactéries gram négatives, induit 'expression de PCSK9

(260). Comme nous l'avons évoqué préecédemment, PCSK9 module la voie
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TLR4/NF-kB, récepteur reconnaissant le LPS. Plusieurs études associent le TLR4 a
l'allergie. Par exemple, la déficience en TLR4 chez la souris augmente la réponse
IgE et est associée a une sécrétion augmentée des cytokines de type Th2 (639). En
revanche, les travaux publiés par Berin et al, ne retrouvent pas ces caractéristiques
chez des souris TLR47- (640). En 2009, il a été décrit que le TLR4 était le récepteur
principal qui va reconnaitre I'acarien et induire I'inflammation allergique (641). En
effet, 'exposition a I'acarien augmente I'expression du TLR4 au niveau des cellules
épithéliales (642). Cependant, il a été démontré que l'utilisation d’'un probiotique a
base de Lactobacillus Casei réduisait les symptdomes de l'allergie alimentaire a la

crevette en augmentant I'expression du TLR4 et la voie de signalisation NF-kB (643).

|

Influence sur le microbiote:

« Composition et abondance de
bactéries

* Modulation du systeme immunitaire
par le microbiote

(4

Intégrité de la barriére :
« Expression des protéines de

jonctions

Influence sur le systéme immunitaire:
» Migration des cellules

« Capacité de présentation de I'antigene
+ Polarisation des LT

« Expression du récepteur aux IgE

» Mécanisme de dégranulation

Figure 43: Résumé des mécanismes d'actions potentiels de PCSK9.

Tous les résultats obtenus au cours cette étude sont issus d’expérimentations
effectuées chez la souris ou sur des cellules issues de modeles murins. Bien que la

physiologie du rongeur approche celle de 'Homme, il est nécessaire de compléter
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nos données par des mesures sur des modéles cellulaires humains ou directement
chez 'Homme. Nous pourrions envisager la réalisation d’'un test d’activation du
basophile avec du sérum de patients allergiques supplémenté en alirocumab ou en
PCSK9 recombinante. Nous envisageons également de réaliser plusieurs mesures
chez 'Homme, notamment via un protocole d’étude chez le patient atteint d’'une
allergie alimentaire modérée avec le service d’'allergologie du CHU de Nantes. Nous
prévoyons d’analyser une thérapie par alirocumab en amont ou en aval d'un test de
provocation orale a l'allergene. Cela nous permettra de déterminer si cette thérapie
est efficace chez le patient et si elle peut s’utiliser de maniere préventive ou curative.
L’étude de l'efficacité de I'alirocumab pourrait également étre effectuée au cours d’'un
test de provocation bronchique chez le patient asthmatique. Une creme contenant un
siRNA dirigé contre PCSK9 a été testée chez la souris atteinte de psoriasis et
démontre des effets bénéfiques (283). Cette thérapie pourrait s’envisager dans le
traitement de la dermatite atopique. Il serait d’abord intéressant le vérifier in vivo
avant de le tester chez le patient. Etant donné que la thérapie anti-PCSK9 peut
apporter des effets additifs sur une thérapie de référence, il serait envisageable de la
combiner a une thérapie antiallergique ou a une stratégie de désensibilisation. Un
point discutable de notre étude est que nous n'avons pas comparé notre traitement a
une thérapie antiallergique de référence comme des corticoides. Cette comparaison
pourra alors s’effectuer lors de I'étude clinique que nous souhaitons mettre en place.

A notre connaissance, aucune étude n’a vérifié si la prévalence de lallergie est
augmentée chez les individus porteurs de mutation gain de fonction pour PCSK9 ou
a l'inverse, diminuée chez les sujets ayant une mutation perte de fonction. Nous
pourrions bénéficier des cohortes de patients atteints de ces mutations (HYPOCHOL

et REFERCHOL) que le Pr. Bertrand Cariou a mis en place. Nous pourrions mettre
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en place un questionnaire afin de mesurer la prévalence de l'allergie dans ces
cohortes. Il serait également intéressant de vérifier la prévalence de l'allergie chez
des patients traités par alirocumab ou evolocumab. Dans le cas ou des patients
déclarent en étre atteints, il serait envisageable de mesurer si la thérapie anti-PCSK9
prévient la fréquence et la gravité des symptdémes ainsi que les arréts de travail ou
les hospitalisations associés a cette pathologie. A notre connaissance, aucune étude
de phase Ill menée sur l'alirocumab ou lI'evolocumab n’a évoqué la survenue de
l'allergie comme effet indésirable. Il est néanmoins nécessaire de mentionner un
rapport de cas faisant état d’'un patient qui a développé des éruptions cutanées
proches d'une dermatite atopique aprés injection d’évolocumab (644). Selon ce
rapport de cas, ce patient présentait un prick test positif pour trois allergenes

aéroportés ainsi qu’'une augmentation des niveaux sanguins d’IgE (644).
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V- Conclusion

L’allergie est la quatrieme maladie mondiale dont la prévalence ne va cesser
d’augmenter et impactera une personne sur deux dans 25 ans. Elle a un fort impact
sur la qualité de vie des patients. Bien que les moyens de prévention et les thérapies
proposées ameliorent les symptédmes et réduisent la fréquence des crises, des
recherches sont encore nécessaires du fait de la résistance de certains patients a
ces stratégies thérapeutiques. Dans ce but, nous avons vérifié I'effet de 'absence et
de l'inhibition de PCSK9 dans l'allergie alimentaire et respiratoire chez la souris.
Nous avons pu mettre en évidence que son absence d’expression ou que son
inhibition par une thérapie a base d’anticorps monoclonaux améliore les symptémes
de l'allergie alimentaire et respiratoire chez la souris. Cela fait donc de PCSK9 une
cible thérapeutique intéressante dans le traitement de l'allergie. L’avantage de notre
étude est qu’elle se base sur un outil pharmacologique déja disponible sur le marchée,
qui démontre une forte efficacité dans le contexte de I'hypercholestérolémie et peu
d’effets secondaires.

Il est alors crucial de vérifier son efficacité chez le patient allergique mais également
d’élargir nos recherches sur la compréhension du mécanisme d’action de PCSK9
dans le contexte de cette pathologie. Notre étude démontre que la PCSK9 circulante
influence [lallergie d'une fagon indépendante du LDLR. Il est nécessaire de
comprendre par quelle cible PCSK9 impacte l'allergie. Bien que cette protéine
présente un effet sur les lymphocytes T et les cellules dendritiques, nous n’avons
pas caractérisé I'impact de PCSK9 sur les autres fonctions de ces cellules, ni étudié
son mécanisme d’action. Nous pensons que I'effet majeur de PCSK9 au cours de
I'allergie impacte le mastocyte ou le basophile. A notre connaissance, notre étude est

la premiére qui démontre un effet de PCSK9 au cours de la dégranulation de ces

183



Conclusion

cellules. En revanche, il est nécessaire de vérifier le mécanisme d’action de PCSK9
dans cette fonction. Dans ce but, quelques hypothéses ont été émises et doivent étre
mesurées.

En conclusion, ce travail a permis d’ouvrir un nouvel axe de recherche dans la
prévention ou le traitement de I'allergie mais également de caractériser une nouvelle
fonction extra-hépatique de PCSK9. En outre, la forme circulante de PCSK9
influence l'allergie alimentaire et respiratoire d’'une fagon indépendante de son réle

sur le récepteur au LDL-c.
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Annexe 1
Tableau lll : Tableau des mix utilisés pour I'analyse en cytométrie de flux
Mix Th1 et Th2 | Mix Th17 et Treg Mix LB Mix DC
g F4/80-AF 647
- CD11b-BB700
= CD3-APC-H7 CD9-APC CD11¢c-BUV395
g| SosAreHr CD4-Pe-Cy7 | CD19-PerCP55 |  CMHII-Pe-Cy7
ju CD8—PerCPyS 5 CD8-PerCP5.5 IgE-BV510 CD40-BV421
X ' CD25-BV510 IgD-FITC CD80-BUV737
5 CD86-Pe
s CD8-APC-H7
o
©
= | Gata3-BVv421 FoxP3-APC
o T-bet-BV605 IL-10-Pe IL-10-Pe
® INFy-Pe RORyT-BV421
< IL4-APC IL-17-BV650
X
=
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Résumé : L’allergie est une pathologie
inflammatoire chronique classée en quatriéme
position en termes de morbidité. Il a été estimé
que 50% de la population pourrait étre atteinte
d’'une allergie d’ici 25 ans. L’allergie se
développe selon deux phases : la sensibilisation
et le déclenchement. La sensibilisation est une
étape asymptomatique. Au cours de cette
étape, les médiateurs anti-inflammatoires seront
inhibés, laissant place a [linstallation d’une
inflammation spécifique de I'allergéne. Lors d’un
futur contact avec celui-ci, une réponse
inflammatoire exacerbée se mettra en place et

ménera a la survenue des symptébmes.
Plusieurs  stratégies thérapeutiques sont
proposées mais ne sont pas toujours

suffisamment efficaces pour tous les sujets. Les
enjeux actuels visent a mieux comprendre les
mécanismes de lallergie afin d’identifier des
biomarqueurs et développer de nouvelles
approches thérapeutiques.

Effects of PCSK9 on allergy

Nous avons étudié l'effet de PCSK9, un
régulateur du récepteur au LDL-c (LDLR),
récemment décrit comme un modulateur de la
réaction immunitaire. Nos travaux ont
démontré que la déficience et/ou linhibition
pharmacologique de PCSK9 confére une
protection face a la survenue des symptémes
induits par [lallergie alimentaire. PCSK9
exercerait son action pro-allergiques au cours
du déclenchement. Enfin, cet effet ne serait
pas dépendant du LDLR. Les mécanismes
d’action restent a étre pleinement caractérisés
mais impliqueraient un effet sur la maturation
des cellules dendritiques, la prolifération des
lymphocytes Th2 et Th17 et la dégranulation
des basophiles /mastocytes. Ainsi, nos
découvertes ouvrent la perspective de tester
limpact bénéfique des inhibiteurs de PCSK9
chez le patient allergique.

Keywords : PCSK9, LDLR, monoclonal antibodies, allergy, basophils

Abstract Allergy, an immune complex
disorder, is classified as the fourth chronic
pathology. It was estimated that fifty percent of
the general population will suffer from allergy in
2050. This pathology occurs in two steps: the
sensitization and the elicitation. The
sensitization is an asymptomatic phase. During
this step, the immune system inhibits anti-
inflammatory mediators and induces an
allergen-specific  immune response. With
another contact with the same allergen, an
exacerbate allergen-specific immune response
occurs leading to symptoms appearance.
Currently, it is recommended to limit the contact
with the allergen. Immunotherapy allows the
occurrence of immune tolerance but is not
develop for every allergen. It is important to
better understand allergy mechanisms to
identify new biomarkers and propose new
therapeutic approaches.

In this context, we studied the effect of PCSKO9,
a natural regulator of the LDL receptor (LDLR).
Recently, PCSK9 was supposed to modulated
immune reaction. We show that PCSK9
deficiency and/or inhibition is protective against
allergy symptoms appearance. PCSK9 could
exercise a proallergic role during the elicitation.
This effect was supposed to be independent of
the LDLR. The mechanisms of action remain to
be fully characterized but involved an effect on
the maturation of dendritic cells, the
proliferation of Th2 and Th17 cells, and the
degranulation of basophils/mast cells. Thus,
our findings open the prospect of testing
beneficial impact of PCSK9 inhibitors in allergic
patients.



