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PARTIE 1: ATHEROSCLEROSE

I. Epidémiologie et physiopathologie

A. Epidémiologie

Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont la premiére cause de mortalité dans le
monde et sont responsables de plus de 25% des décés®. Les MCV résultent essentiellement du
phénomeéne d’athérosclérose, maladie caractérisée par un dépot lipidique progressif au niveau
de I’intima des vaisseaux qui évolue et s’amplifie sur des années voire des décennies.
Progressivement, apparaissent des plaques d’athérome qui lorsqu’elles se rompent,
provoquent des événements thrombotiques. Chez les patients souffrant d’athérosclérose,
plusieurs territoires vasculaires sont souvent atteints simultanément mais les formes les plus
courantes sont les cardiopathies ischémiques et les accidents vasculaires cérébraux (AVC).
Les artéres périphériques peuvent également étre touchées comme par exemple dans les

artériopathies oblitérantes des membres inférieurs.

Depuis le milieu du XXM siécle, la mortalité liée aux maladies cardiovasculaires a
fortement chuté et cette diminution s’est particuliérement accélérée a la fin des années 80. Le
risque de mourir d’un accident cardiovasculaire avant 1’age de 69 ans est ainsi passé de 16%
en 1980 a 4% en 2010, hommes et femmes confondus 2. L’apparition de nouveaux marqueurs
biochimiques diagnostiques de I’infarctus du myocarde, et notamment le dosage de troponine
plasmatique, a beaucoup contribué a cette diminution. Néanmoins, si la mortalité due aux
MCV ajustée sur I’age a trés nettement diminué, le nombre absolu de décés augmente puisque
la population vieillit et que I’age est le premier facteur de risque cardiovasculaire. D’autres
facteurs de risque ont été clairement identifiés dont le tabagisme, 1’hypertension artérielle, les

dyslipidémies, I’insulino-résistance et 1’obésité.

Le tabagisme a explosé au début du XX siécle et ce n’est qu’au début des années 50
gue ses risques sanitaires ont commence a étre dénoncés. En 1954, une étude rapporte que les
fumeurs ont 1,6 fois plus de risque de décéder d’une cardiopathie ischémique ou d’un AVC
que les non-fumeurs. Cette majoration du risque s’annule en cas d’arrét du tabagisme avant
’age de 30 ans et diminue de moitié en cas d’arrét avant 1’Age de 50 ans 3. Le tabagisme
favorise également I’hypertension artérielle dont une élévation de 20 mmHg, pour la pression

diastolique, ou de 10 mmHg, pour la pression systolique, double le risque de MCV. La



encore, cette élévation est réversible puisqu’une diminution de 15 mmHg de la pression
diastolique correspond a une diminution de 17% du risque cardiovasculaire, quel que soit le

traitement anti-hypertenseur prescrit *.

Puisque c’est un dépot de particules LDL (low density lipoprotein) qui est a 1’origine
de I’athérosclérose, les dyslipidémies représentent un facteur de risque cardiovasculaire
majeur, et il existe une association positive entre le taux plasmatique de cholestérol total ou de
cholestérol non-HDL (high density lipoprotein) et I’incidence des ischémies myocardiques.
De plus, de nombreuses études ont démontré qu’une baisse de 1 mmol/L du taux de LDL-
cholestérol réduit de 25% le risque d’infarctus du myocarde et de 20% le risque d’AVC °.
Enfin, I’apoprotéine B des LDL peut étre attachée a une autre autre aprotéine, 1’apoprotéine
(@), formant ainsi la lipoprotéine (a) (Lp(a)), dont 1’élévation est reconnue comme étant un

facteur aggravant le risque d’AVC ©.

Le diabéte est associé a des complications majeures comme les dyslipidémies,
I’hypertension artérielle ou une inflammation chronique qui multiplient le risque
cardiovasculaire par deux ’. Quand la maladie est équilibrée, ce risque peut étre atténué et une
diminution de 0.9% du taux d’hémoglobine glyquée (HbA1c) diminue le risque coronarien de
15% 8. L’insuffisance rénale (IR) est également associée a une augmentation du risque
cardiovasculaire. Cette pathologie chronique augmente la mortalité cardiovasculaire de 40%
quand le débit de filtration glomérulaire (DFG) est compris entre 60 et 45 mL/min/1.73 m? et
la multiplie par 3 en cas de DFG<30 mL/min/1.73 m2. En effet, non seulement I’IR est une
cause d’hypertension artériclle et de dyslipidémies, mais elle engendre également des
perturbations du métabolisme phosphocalcique. Or, le risque cardiovasculaire augmente de
10% a chaque élévation de 0.3 mmol/L de la phosphatémie et les anomalies phosphocalciques

favorisent la calcification de ’intima des vaisseaux *1°,

Enfin, I’épidémie d’obésité qui touche la planéte ne cesse de gagner du terrain et le
nombre d’individus atteints a été multiplié par 3 ces trente dernieres années. Cette pathologie
est caractérisée par un indice de masse corporelle (IMC) supérieur & 30kg/m?. Or, a partir

d’un IMC supérieur a 25 kg/m?, la mortalité cardiovasculaire augmente de 8% tous les 1kg/m?
11



B. Physiopathologie

Les connaissances sur la physiopathologie de I’athérosclérose ont beaucoup progressé au
cours du XXM siecle. Dans les années 50, les plaques d’athérome étaient considérées comme
une simple obstruction de la lumiere vasculaire par une accumulation passive de lipides. Les
décennies qui ont suivi ont mis en évidence que ces lésions €taient évolutives et le lieu d’un
remaniement vasculaire important. Enfin, a la fin du siecle, les études sur 1’athérosclérose se
sont progressivement focalisées sur les phénomeénes inflammatoires qui sous-tendent la

formation et I’évolution des plaques.

1) Initiation de la Iésion au niveau de I’endothélium vasculaire

a) Mise en place de 'immunité innée

Les lésions athérosclérotiques se développent préférentiellement au niveau de la
bifurcation des artéres de moyen et de gros calibre. A cet endroit, des perturbations du flux
sanguin laminaire génerent des forces de cisaillement importantes percues par les
mécanorécepteurs des cellules endothéliales. Via un mécanisme de transduction cellulaire, les
cellules endothéliales activent alors la voie NF-kB (nuclear factor-kappa B) et acquiérent un
phénotype pro-inflammatoire 2. L’hypertension artérielle facilite ces transformations car
I’angiotensine II sollicite également la voie NF-xB via une transactivation cellulaire en
cascade . Ces modifications phénotypiques de 1’endothélium sont renforcées par la rétention
subendothéliale progressive au niveau de I’intima des vaisseaux de particules LDL circulantes
14 Sous I’effet de plusieurs cytokines pro-inflammatoires et chémoattractantes sécrétées par
I’endothélium activé, des monocytes circulants et des polynucléaires neutrophiles affluent au
site d’initiation de la lésion °. En réponse a ces cytokines, les cellules endothéliales
expriment également différents facteurs d’adhésion comme VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule 1), ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1), les E-sélectine et P-sélectine, qui
permettent aux cellules recrutées d’adhérer a 1’endothélium °.  En méme temps, les
neutrophiles sécrétent des facteurs d’adhésion pour les monocytes et générent des especes
réactives de ’oxygeéne (ROS) 7. Dans cet environnement pro-inflammatoire et pro-oxydant,
les particules LDL amassées vont subir des modifications et se transformer en lipoprotéines

oxydées ou ox-LDL.
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Les monocytes qui ont adhéré pénetrent la paroi artérielle sous I’influence de MCP-1
(monocyte chemoattractant protein-1) et se logent dans I’intima du vaisseau ou ils se
différencient en macrophages sous I’influence du M-CSF (macrophage colony-stimulating
factor) 819, Une fois infiltrés, les macrophages expriment des récepteurs membranaires
specifiques, dits scavengers, capables de détecter et d’internaliser massivement les ox-LDL.
Les particules LDL non modifiées peuvent également étre phagocytées par les macrophages
par pinocytose 2. Les macrophages se gorgent donc progressivement de cholestérol et
deviennent des cellules spumeuses particulierement pro-athérogénes. Les Toll-Like Receptors
(TLRs) sont des récepteurs membranaires capables de reconnaitre des signaux de danger
comme des molécules provenant de micro-organismes infectieux (PAMPs: pathogen-
associated molecular patterns) ou des composants issus de dommages tissulaires (DAMPS :
danger-associated molecular patterns) afin d’activer la voie NF-xB et la réponse
inflammatoire 2°. En liant les TLRs macrophagiques, les ox-LDL activent massivement la
voie NF-kB et donc la production de TNFa (Tumor Necrosis Factor alpha). lls favorisent
également le stress oxidatif mitochondrial qui induit la sécrétion de MCP-1 et le recrutement
et I’activation de nouveaux monocytes 22?2, Un cercle vicieux se met donc en place : les
macrophages recrutés et activés au sein de la 1ésion entretiennent 1’inflammation des cellules

endothéliales qui perpétuent le recrutement leucocytaire. La 1ésion s’amplifie.

Dans ce micro-environnement pro-inflammatoire, les cellules musculaires lisses du
vaisseau (VSMCs : vascular smooth muscle cells) subissent des modifications phénotypiques
et fonctionnelles pour maintenir un flux sanguin le plus laminaire possible. Les cellules
passent ainsi d’un état quiescent et contractile a un phénotype pro-inflammatoire. Sous
I’influence des particules ox-LDL et de 1’angiotensine II qui activent la voie NF-xB, les
VSMCs expriment & leur tour VCAM-1 et ICAM-1, et favorisent le recrutement et 1’adhésion
de nouveaux monocytes. Elles sécrétent aussi de I’interleukine-6 (IL-6) et MCP-1 pour
permettre I’extravasation et I’activation des monocytes recrutés. De plus, les VSMCs se
mettent a proliférer et a migrer au niveau de la paroi vasculaire. Le but de ce remaniement est
d’isoler le cceur lipidique et inflammatoire des éléments thrombogénes du sang. Les VSMCs
augmentent ainsi la teneur en collagene de la matrice extracellulaire pour constituer une chape

fibreuse 1223,
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b) Mise en place d’une immunité adaptative secondaire

A I’instar des monocytes-macrophages et de quelques polynucléaires neutrophiles, des
lymphocytes vont également progressivement gagner la plaque d’athérome. Une réponse
immunitaire adaptative se met en place qui participe au développement de la lésion.

Des fragments d’apoprotéines B100 issues des ox-LDL sont présentés en tant
qu’antigénes par les macrophages et les cellules dendritiques aux lymphocytes T CD4 au
niveau du noyau lymphatique le plus proche de la Iésion 2*. Les lymphocytes pénétrent a leur
tour dans la lésion grace aux molécules d’adhésion exprimées par les cellules endothéliales.
Au contact des ox-LDL et en présence d’IL-12 et d’IL-18 sécrétées par les macrophages, ils
se différencient en lymphocytes T helper de type 1 (Thl). Les Th1l produisent de I’interféron
gamma (IFNy) qui stimule la sécrétion cytokinique pro-inflammatoire des macrophages et
’activation des cellules endothéliales 2>2?°. Ces cytokines entretiennent la migration et la
prolifération des VSMCs ainsi que leur sécrétion d’IL-6 et d’interleukine-1p (IL-1pB) pro-
inflammatoires. En présentant les antigénes issus de la lésion aux lymphocytes T pour
favoriser 1’activation des Thl, les cellules dendritiques initient I’instauration d’un profil
cytokinique pro-inflammatoire dans la Iésion. Néanmoins, il a été décrit que les cellules
dendritiques ont également la capacité de contrebalancer ces effets pro-athérogénes en
contribuant a réguler les taux de cholestérol circulants 27. Les cellules dendritiques peuvent
également presenter les antigénes issus des ox-LDL aux lymphocytes T régulateurs (Trég) qui
vont sécréter de I’'IL-10 anti-inflammatoire et du TGF-B (tumor growth factor B) qui
stabilisent la lésion 162829 Mais le r6le anti-inflammatoire des Trég au sein de la Iésion est
finalement insuffisant pour lutter contre le micro-environnement pro-inflammatoire de la

plaque d’athérome *.

Moins nombreux au sein de la plaque, les lymphocytes T helper de type 2 (Th2) ont
un réle plus controversé. lls seraient athéroprotecteurs en sécrétant de 1’IL-4 inhibitrice de la
production d’ IFNy par les Th1 3. L’IL-4 favorise également la production de lymphocytes
Bl et la synthése d’ immunoglobulines de type M (IgM) dirigées contre les apoprotéines
B100 des ox-LDL pour bloquer leur entrée dans les macrophages *2. Certaines études ont
d’ailleurs cherché a mettre a profit ce phénoméne en développant des modéles animaux de
vaccination par des ox-LDL pour générer une immunité protective qui atténuerait le

développement de I’athérosclérose .
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Ainsi, au sein des plaques d’athérome, cohabitent des macrophages, des lymphocytes
et des cellules vasculaires qui ont acquis un phénotype pro-inflammatoire. Les lésions
comportent eégalement des zones acellulaires lipidiques et sont entourées d’une matrice

extracellulaire collagénique.

2) Evolution de la plaque d’athérome : passage a la vulnérabilité

a) Hétérogénéité des macrophages de la lésion

Les macrophages présentent des phénotypes distincts en fonction des marqueurs
cellulaires qu’ils expriment, des molécules qu’ils sécrétent, et de leur role fonctionnel. Les
macrophages M1 ont un phénotype pro-inflammatoire et sont activés par le
lipopolysaccharide (LPS), I'TFNy, et le TNFa. lls sécrétent de I’'TL-1p, de I’'IL-6, du TNFa et
produisent de nombreuses espéces réactives de 1’oxygeéne (ROS) via la NADPH oxydase. A
I’inverse, les macrophages M2, a I’exception des macrophages M2b, acquiérent un phénotype
anti-inflammatoire et sécrétent de 1’IL-10, du TGFp et de I’'IL-4 34 Cette dichotomie reste
néanmoins assez schématique et n’est pas aussi marquée chez ’Homme que chez la souris.
Au sein d’une plaque d’athérome, les monocytes-macrophages présentent une certaine
hétérogénéite. Leur phénotype est en grande partie déterminé par les lipides oxydés de la
plague ainsi que par les stimuli pro-inflammatoires des cellules environnantes. Ainsi, le corps
nécrotique est riche en macrophages M1 et les macrophages M2 sont préférentiellement
retrouvés dans les régions plus stables de la lIésion ou ils tentent d’assurer la clairance des
cellules apoptotiques et une production de collagéne 2°. La balance M1/M2 évolue au cours du

temps et conditionne la stabilité de la Iésion.
b) Vulnérabilité de la plague et risque de thrombose vasculaire

Une plaque d’athérome est le si¢ge d’une inflammation a bas bruit qui évolue sur des
mois voire des années. Dans les premiers stades de la maladie, cette inflammation est en
partie contrebalancée par la présence de lymphocytes Trég et de macrophages M2 qui
sécrétent des cytokines anti-inflammatoires et du TGFP pour consolider la Iésion.
Néanmoins, avec le temps, les stimuli pro-inflammatoires prennent le dessus. La plaque
grossit, s’enflamme et tend a se rompre : on parle de passage a la vulnérabilité de la plaque.
La vulnérabilité des plaques d’athérome est conditionnée par deux mécanismes concomitants :

1) la nécrose du cceur lipidique et ii) I’amincissement de la chape fibreuse.
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i.  Nécrose du cceur lipidique

L’accumulation d’ox-LDL provoque un stress oxydatif du reticulum endoplasmique
(RE) qui conduit progressivement a 1’apoptose des macrophages spumeux. La protéine pro-
apoptotique CHOP (C/EBP homologous protein) stimule la voie de 1’inositol-3-phosphate ce
qui induit une augmentation du calcium cytosolique et active la calmomoduline kinase II
(CaMKII). La cascade d’activation de la CaMKII génére I’apparition de récepteurs de mort
cellulaire. La protéine CHOP est également responsable d’une diminution de I’expression de
la protéine de survie bcl-2 2. Une corrélation positive entre le degré de vulnérabilité de
plaques d’athérome d’artéres coronaires et de carotides et I’expression de CHOP a d’ailleurs
été décrite 3536, Dans la plaque, le nombre de cellules apoptotiques augmente et comme leur
clairance macrophagique n’est pas fonctionnelle, elles s’accumulent et se nécrosent. C’est le
clivage excessif du récepteur MERTK (myeloid-epithelial-reproductive tyrosine kinase) qui
est en partie responsable de ce déficit de phagocytose puisque sa partie soluble MER entre en
compétition avec les cellules apoptotiques et empéche leur clairance. Une étude a pu mettre
en évidence une surexpression de MERTK et des protéines impliquées dans son clivage dans
des plaques d’athérome humaines issues d’endartériectomies carotidiennes et relie ainsi

défaut d’efférocytose et nécrose de la plaque *'.
ii.  Rupture de la plaque d’athérome

Tout comme les macrophages du cceur lipidique, les cellules endothéliales et les
VSMCs de la plaque d’athérome peuvent entrer en apoptose. Les VSMCs sont les principales
cellules productrices de collagéne. L’appauvrissement de la Iésion en VSMCs s’accompagne
donc automatiquement d’un amincissement de la chape fibreuse. Sous I’influence de I’'IFNy
produit par les Thl, les macrophages produisent des métalloprotéinases (MMPs) et des
collagénases qui sont des enzymes qui digérent et amenuisent la matrice extracellulaire de la
plaque d’athérome. La plaque d’athérome est fragilisée dans sa structure et risque de se
rompre. Les phospholipides, le facteur tissulaire et les molécules de la matrice extracellulaire,
sont alors autant d’éléments thrombogénes mis a nu qui entrent en contact avec les plaquettes
sanguines. L’activation plaquettaire et la mise en place de la cascade de la coagulation
aboutissent a la formation d’un thrombus responsable d’une ischémie locale ou d’une embolie

a distance 38,
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Figure 1 : Schéma général de la physiopathologie d’une lésion d’athérosclérose

Les monocytes circulants adhérent a I’endothélium activé et transloquent au niveau de I’intima des
vaisseaux ou ils se gorgent de particules LDL infiltrées et oxydées pour devenir des macrophages
spumeux. Les macrophages spumeux s’accumulent, forment le corps nécrotique et sécretent
massivement des cytokines pro-inflammatoires. Sous [I’influence de I'IFNy sécrété par les
lymphocytes Thl, les VSMCs migrent et entourent le corps nécrotique. Apparaissent des
métalloprotéinases qui déstabilisent la lésion et provoquent la rupture de la plaque et la formation d’un
thrombus.

ICAM-1 : intracellular adhesion molecule-1 ; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1 ; Thl: lymphocyte T
helper de type 1; MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1; LDL: low density lipoprotein ; ox-LDL:
particule LDL oxydée ; IFNy: interferon y ; MMPs: métalloprotéinases ; ROS : espéces réactives de l’oxygéne ;
TNFa: tumor necrosis factor « ; IL: interleukine ; VSMCs: vascular smooth muscle cells

II. L’athérosclérose : une maladie liée au cholestérol

A. Homéostasie cellulaire du cholestérol

Le cholestérol est essentiel pour 1’organisme. Constituant majeur des membranes, il
participe également a la stéroidogénese, ainsi qu’a la synthése des acides biliaires et de la
vitamine D. Le cholestérol est insoluble dans le plasma ou il est transporté au sein de
lipoprotéines. Les lipoprotéines comportent un cceur hydrophobe constitué de cholestérol

estérifié et de triglycérides, et une enveloppe hydrophile qui regroupe des phospholipides, du
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cholestérol libre et des apoprotéines. Les particules LDL sont de grosses lipoprotéines dont le

ceeur lipidique est riche et entouré essentiellement d’apoprotéine B (APOB).

Les concentrations intracellulaires de cholestérol sont finement régulées. Les
particules LDL sont captées par les cellules grace a leur récepteur membranaire LDL-R. Le
complexe LDL-LDL-R est alors internalisé et rejoint I’endosome tardif ou le récepteur LDL-
R est recyclé et le cholestérol libéré pour diffuser dans les différentes organelles et gagner la
membrane plasmique. Au niveau du RE, I’exces de cholestérol est estérifié sous forme de
gouttelettes lipidiques. A I’inverse, quand la concentration en cholestérol du RE est inférieure
a 5%, le facteur de transcription SREBP-2 (Sterol Regulatory Element Binding Protein-2)
quitte le RE et gagne I’appareil de Golgi pour étre clivé . Ainsi activé, SREBP-2 induit la
transcription de certains génes contrélant le métabolisme du cholestérol, notamment le gene
de 1’hydoxy-méthyl-glutary-CoA réductase (HMG-CoA réductase) ainsi que le géne LDLR.

L’internalisation des particules LDL est donc un processus trés controlé.

B. L’athérosclérose et cholestérol : données physiopathologiques,

épidemiologiques et expérimentales

1) Rappels historiques

Léonard de Vinci est le premier a avoir évoqué des 1ésions d’athérosclérose. 11 décrit
que chez les personnes agees, un épaississement de la tunique du vaisseau empéche une bonne
circulation du sang “°. Quelques siécles plus tard, en 1799, Caleb Hillier Parry découvre au
cours d’une autopsie la présence d’une substance graveleuse, ressemblant a du platre dans des
artéres coronaires **. A la fin du XVI11°™ siécle, Rudolph Virchow décrit que 1’athérosclérose
est initiée par une blessure locale au niveau de I'intima du vaisseau, qu’il appelle
« endarteritis deformans », et suivie d’une fibrose réactionnelle en plusieurs étapes *2. Par la
suite, Ignatowski observe que des lapins nourris avec du lait ou des jaunes d’ceuf développent
de séveéres lésions d’athérosclérose 1. En 1913, Anitschkow approfondit 1’étude des effets du
régime alimentaire sur le développement des plaques d’athérome et démontre que la sévérité
des lésions athérosclérotiques chez des lapins est proportionnelle au taux de cholestérol
consommé. Il en conclu que c¢’est le cholestérol qui provoque des modifications au niveau de

I’intima des vaisseaux de lapin et que le processus est trés similaire chez I’Homme *.
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2) L’étude de Framingham

L’étude Framingham Heart Study (FHS) est une cohorte prospective observationnelle
initiée en 1948 au sein de la ville de Framingham par le National Heart Institute. Le but initial
de cette ¢tude, réalisée sur autant d’hommes que de femmes tous agés de 28 a 62 ans, était de
pouvoir identifier des facteurs de risque des maladies cardiovasculaires afin d’établir des
politiques de prévention primaire et secondaire. Les sujets de la cohorte sont suivis tous les
deux a quatre ans depuis le début de 1’étude et les données recueillies au cours des dernieres
décennies ont permis de mieux caractériser le risque cardiovasculaire. Plusieurs facteurs de
risque cardiovasculaire ont rapidement pu étre identifiés : un taux élevé de cholestérol, I’age,
le sexe masculin, I’hypertension artérielle, le diabéte et I’hypertrophie ventriculaire 4. 1l est
également apparu que le risque lié a un facteur pouvait treés fortement étre modulé par les
autres facteurs ce qui a introduit la notion de risque multivariable et a permis par la suite la

création d’algorithmes prédictifs.

L’analyse des données lipidiques des sujets a permis de mettre en évidence un lien étroit
entre taux de cholestérol total et risque cardiovasculaire puisqu’a chaque élévation de
10mg/dL de la cholestérolémie totale, la mortalité cardiovasculaire augmente de 9% *.
L’étude des différentes fractions de lipoprotéines a révélé une association positive forte entre
le taux de LDL-cholestérol et I’incidence des MCV, et a I’inverse, une association négative
entre le taux de HDL-cholestérol et I’incidence des MCV “°. Les ratios LDL-
cholestérol/HDL-cholestérol et cholestérol total/HDL-cholestérol se sont également avérés
étre de bons facteurs prédictifs du risque cardiovasculaire *’. Le rapport cholestérol
total/HDL-cholestérol est d’ailleurs pris en compte dans le calcul du score de Framingham,
qui permet d’estimer le risque cardiovasculaire d’un individu a 10 ans et qui a été établi grace
aux différentes données recueillies au cours de 1’étude. Ce score prend également en

considération 1’age, le sexe, la mesure de la pression artérielle et le tabagisme #84°,

En 1971 et en 2002, deux nouvelles cohortes ont démarré au sein de 1’étude FHS, la
premiére incluant les enfants des participants de la premiére cohorte et la seconde incluant
leurs petits-enfants. Ces nouvelles inclusions et les progrés de la génétique moléculaire au
cours des années 2000, ont permis de mettre en évidence le caractére partiellement héréditaire
des MCV et d’en étudier les facteurs génétiques. Des études ont ainsi mis en évidence une
association entre MCV et plusieurs variants de certains SNP (single nucleotide polymorphism)
situés sur une trentaine de loci impliqués dans I’expression de protéines qui permettent de

réguler le métabolisme des lipoprotéines et notamment du LDL-cholestérol. 1l semble
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¢galement qu’il existe un effet cumulatif de ces variants responsable de dyslipidémies

polygéniques 052,

3) Causes multifactorielles de I’hypercholestérolémie

L’hypercholestérolémie est caractérisée par un taux de cholestérol total > 5 mmol/L et
concerne 38% de la population adulte mondiale °2. Cette hypercholestérolémie est
classiquement associée a une élévation du taux de LDL-cholestérol plasmatique qui traduit
souvent un défaut d’internalisation cellulaire. Dans ce cas, les particules LDL circulantes
stagnent dans la circulation et vont s’infiltrer au niveau de la paroi des vaisseaux pour initier
la formation de plaques d’athérome. Ces anomalies résultent d’une combinaison de facteurs
génétiques et environnementaux. Il arrive en effet que des individus présentent des mutations
au niveau des genes impliqués dans la clairance plasmatique du LDL-cholestérol. Des
particules LDL se déposent donc dans les vaisseaux depuis la naissance ce qui s’associe a un
risque  de développer des maladies cardiovasculaires précoces. On parle
d’hypercholestérolémie familiale. Les mutations génétiques les plus fréqguemment retrouvées
concernent le gene LDLR (93%) mais le gene APOB peut aussi étre touché (5%) ainsi que le
géne PCSK9 et des atteintes polygéniques sont également possibles . Indépendamment ou
parfois surajoutées a ces facteurs génétiques, de mauvaises habitudes alimentaires et une
sédentarité excessive, entrainent également une hypercholestérolémie. Si les graisses saturées
d’origine alimentaire conditionnent fortement le taux de LDL-cholestérol, elles entrainent
aussi une augmentation des acides gras libres. Ces anomalies lipidiques, d’autant plus si elles
sont associees a une élévation de I’insulinémie, provoquent un stress du RE avec une
activation anormale de SREBP-2 et une dérégulation de I’homéostasie du cholestérol **. Le
diabéte, I’obésité et le syndrome métabolique, sont donc autant de situations favorables a une

hypercholestérolémie et au développement des MCV associées.

C. Traiter I’hypercholestérolémie pour traiter I’athérosclérose

De nombreux essais cliniques ont démontré I’'importance et [’efficacité d’une
diminution des taux de LDL-cholestérol dans la prévention primaire ou secondaire des MCV.
Les particules LDL sont un des éléments constitutifs de la plaque d’athérome puisqu’elles
s’infiltrent dans la paroi vasculaire. Une corrélation positive entre la réduction des taux de
LDL-cholestérol et de cholestérol non-HDL circulants et la régression de plaques d’athérome

coronariennes humaines a d’ailleurs été décrite °°6 .
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1) Les statines

Les statines sont parmi les premieres thérapies hypocholestérolémiantes a avoir été
développées a la fin des années 70. La pharmacologie des statines repose sur I’inhibition de la
biosynthése du cholestérol et plus précisément de la transformation de I’HMG-CoA en
mévalonate. Les satines sont en effet des analogues de substrat pour la HMG-CoA réductase
qui modifient légérement la conformation de I’enzyme et la rendent non fonctionnelle. En
diminuant la synthese de novo du cholestérol, les statines entrainent une augmentation
compensatoire de 1’internalisation des particules LDL circulantes par les LDL-R hépatiques.
L’efficacité des statines dans la réduction de la morbi-mortalité cardiovasculaire a largement
été démontrée et leur pouvoir hypocholestérolémiant est associé a une stabilisation voire une
régression des plaques d’athérome chez des patients atteints de maladie coronarienne %,
Néanmoins, certains patients présentent une hypercholestérolémie résistante a un traitement
intensif par statines, et conservent un risque élevé de développer des maladies
cardiovasculaires ®. C’est pourquoi, au cours des dix derniéres années, de nouvelles
approches thérapeutiques se sont développées. Elles associent nouvelles molécules

pharmacologiques hypocholestérolémiantes et recours aux thérapies combinées.

2) Les inhibiteurs de I’absorption intestinale du cholestérol

Les inhibiteurs de [D’absorption intestinale du cholestérol sont des
hypocholestérolémiants prescrits seuls ou en bithérapie avec les statines depuis le début des
années 2000. En interagissant avec le récepteur NPC1L1 (Niemann-Pick C1-like 1) au niveau
de la membrane apicale des entérocytes du jéjunum proximal, ils empéchent 1’absorption des
acides biliaires et du cholestérol d’origine alimentaire %2, Les inhibiteurs du récepteur
NPCIL1, comme I’ézetimibe, peuvent réduire jusqu’a 20% le taux de LDL-cholestérol
plasmatique et sont prescrits en prévention primaire ou secondaire des MCV, soit en
monothérapie chez les patients intolérants aux statines, soit en bithérapie chez les patients non
répondeurs aux statines 1. En effet, plusieurs études ont démontré une nette diminution du
risque cardiovasculaire avec un traitement hypocholestérolémiant qui associe statines et
ézetimibe 2. Parmi elles, ’essai clinique IMPROVE-IT (IMProved Reduction of Outcomes :
Vytorin Efficacy International Trial) met en évidence une réduction supplémentaire de 2% du
risque cardiovasculaire et de 0.4 mmol/L du taux de LDL-cholestérol chez des patients
hospitalisés pour un syndrome coronarien aigu et traités par statines et ézetimibe par rapport

aux patients traités par statines seules %. La méme année, 1’étude PRECISE-IVUS (Plaque
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REgression with Cholesterol absorption Inhibitor or Synthesis inhibitor Evaluated by
Intravascular Ultrasound) démontre une régression supplémentaire de 17% du volume des
plaques d’athérome coronariennes chez des patients traités par atorvastatine et ézetimibe par
rapport aux patients traités par atorvastatine seule ®. Ce gain d’efficacité s’explique par le fait
qu’en inhibant I’absorption du cholestérol, 1’ézetimibe contrecarre 1’augmentation

compensatoire de 1’absorption des lipides intestinaux provoquée par les statines.

3) Les inhibiteurs de la Proproteine Convertase Subtilisin/Kexin type 9

En 2003, la découverte de la sérine protéase PCSK9 (Proproteine Convertase
Subtilisin/Kexin type 9) permet de mieux appréhender les mécanismes moléculaires a 1’origine
de la captation cellulaire des particules LDL. La protéine PCSK9 induit des changements
conformationnels du récepteur LDL-R qui conduisent a sa dégradation au niveau du
lysosome. La diminution du nombre de récepteurs LDL-R disponibles au niveau hépatique et
cellulaire entraine une augmentation du taux de LDL-cholestérol ®. Il a ainsi été décrit que
des mutations gain de fonction du gene PCSK9 sont associées a une hypercholestérolémie et a
I’inverse, des mutations perte de fonction se traduisent par une diminution du taux de LDL-
cholestérol et du risque cardiovasculaire ®. La protéine PCSK9 est rapidement apparue
comme étant une cible prometteuse dans le traitement des MCV et plusieurs anticorps
monoclonaux dirigés contre PCSK9 ont été développés: alirocumab, evolocumab, et
bococizumab. Une étude clinique a ainsi comparé le taux de LDL-cholestérol et le degré de
régression de plaques d’athérome coronariennes entre 484 patients traités par statines et
evolocumab et 484 patients traités par statines seules. Les résultats indiquent une diminution
de 56.5 mg/dL du taux de LDL-cholestérol dans le groupe sous bithérapie alors que ce taux
reste inchangé chez les patients traités uniquement par statines. De plus, les patients sous
evolocumab et statines présentent une réduction des lésions coronariennes de 60 % contre

A7% pour les patients sous statines seules ©’.

Les nouvelles thérapeutiques hypocholestérolémiantes permettent donc une meilleure
protection contre le risque cardiovasculaire fondée essentiellement sur leur capacité a
diminuer massivement le taux plasmatique de particules LDL pour limiter leur infiltration
vasculaire et le développement des plaques d’athérome. Néanmoins, en dépit d’un contréle
efficace du taux de cholestérol, 2/3 des patients développent malgré tout des évenements
cardiovasculaires secondaires . Les phénomeénes inflammatoires qui sous-tendent le

développement des plaques d’athérome, et plus particuliérement la constitution du coeur
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nécrotique, pourraient expliquer en grande partie qu’une diminution du cholestérol

plasmatique ne soit pas suffisante pour contrdler 1’évolution de 1’athérosclérose.

ITI. L’athérosclérose : une maladie inflammatoire chronique

A. Théorie de ’'inflammation dans I’athérosclérose

Au niveau de la plaque d’athérome, I’inflammation initie le recrutement cellulaire,
entretient la croissance de la lésion vasculaire puis favorise la rupture de la plaque et la
thrombose. La protéine C-réactive (CRP) est une proteine de la phase aigué de I’inflammation
majoritairement synthétisée par le foie en réponse a de nombreux stimuli pro-inflammatoires.
La CRP est rapidement devenue le principal biomarqueur de I’inflammation d’autant que son
dosage en routine est simple et peu colteux. Les dommages tissulaires causés par la formation
de la plaque d’athérome sont responsables d’une augmentation des taux de CRP et plusieurs
études au cours des 20 derniéres années ont pu mettre en évidence une élévation des
concentrations de CRP chez des patients souffrant de syndrome coronarien 70, Une élévation
de la CRP est donc a présent considérée comme un facteur de risque cardiovasculaire, au
méme titre que 1’hypertension artérielle ou la dyslipidémie . Certes, la CRP est augmentée
dans de nombreuses situations inflammatoires, mais d’une part, les taux de CRP chez un sujet
sans infection sont stables au cours du temps, et d’autre part, les patients a risque de
développer une maladie cardiovasculaire ont des taux significativement inférieurs a ceux
ayant une maladie inflammatoire chronique (lupus, polyarthrite rhumatoide...) "2 . Ainsi, en
tenant compte du taux de CRP dans I’algorithme de Framingham, et en considérant les taux
de CRP parmi les plus élevés , le risque relatif de développer une maladie cardiovasculaire est

multiplié par environ 1,5 ",

Les statines sont abondamment prescrites dans le traitement des MCV. A la suite de
nombreux essais cliniques sur D’efficacit¢ des statines dans la prévention du risque
cardiovasculaire, il est progressivement apparu qu’indépendamment de leur effet sur les taux
plasmatiques de LDL-cholestérol, les statines diminuaient significativement les taux de CRP
7374 1étude JUPITER (Justification for the Use of Statins in Prevention : an Intervention
Trial Evaluating Rosuvastatin) réalisée sur 17802 individus avec des taux de CRP supérieurs a
2 mg/L mais des taux de LDL-cholestérol inférieurs a 130mg/dL, a ainsi pu montrer que les

statines pouvaient réduire 1’incidence d’un premier événement cardiovasculaire de 40% 3.
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Une seconde étude a mesuré I’incidence d’événements cardiovasculaires chez des sujets sans
pathologie cardiovasculaire connue mais classés en quatre groupes selon leur taux de CRP,
élevés ou normaux, et leur taux de LDL-cholestérol associés, élevés ou normaux. Les résultats
démontrent que le traitement par statine est aussi efficace dans la prévention du risque
cardiovasculaire chez les patients avec un taux de LDL-cholestérol élevé que chez ceux ou
seul le taux de CRP est élevé 7°. Un traitement par statines associé a un suivi des taux de CRP
est donc efficace dans la prévention du risque cardiovasculaire méme en 1’absence
d’hypercholestérolémie. Néanmoins, ces deux études n’ont pas pu démontrer qu’il existait une
réelle réduction du risque cardiovasculaire avec un traitement dont ['unique -effet

thérapeutique serait anti-inflammatoire.

B. Réle des acides gras et des meédiateurs lipidiques dans la plaque

d’athérome
Les cytokines pro-inflammatoires sécrétées au niveau de la Iésion vasculaire sont
essentielles pour le développement de la plaque d’athérome. Le role d’une cytokine

particuliérement importante, I’IL-1p sera discuté ultérieurement.

La composition en acides gras de la membrane plasmique des cellules de
I’inflammation est toute aussi importante et influe beaucoup sur la réponse et les fonctions
cellulaires. Non seulement la composition des membranes joue sur 1’organisation des rafts
lipidiques et la constitution des récepteurs cellulaires, mais les différents acides gras présents
sont a I’origine de la synthése de nombreux médiateurs lipidiques qui modulent la réponse

inflammatoire.

1) Synthése de prostaglandines et de leucotriénes pro-inflammatoires

La premiere étape de la réponse inflammatoire vise a favoriser 1’afflux sanguin des
cellules immunitaires et a augmenter la perméabilité vasculaire pour permettre leur
extravasation au niveau du site inflammatoire. Les leucocytes sécrétent alors de nombreux
médiateurs pro-inflammatoires dont les prostaglandines et les leucotriénes. Ces médiateurs
lipidiques sont synthétisés a partir de 1’acide arachidonique (AA) contenu dans les
phospholipides (PLs) membranaires. Les monocytes circulants d’un adulte contiennent en
moyenne 15 a 20 % d’acide arachidonique par rapport aux acides gras totaux. L’acide
arachidonique dérive en grande partie de son précurseur, 1’acide linoléique, qui est le principal

acide gras polyinsaturé retrouvé dans 1’alimentation dans la plupart des régimes occidentaux
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76, Notre groupe a récemment montré que les macrophages sont capables de synthétiser de
maniére autonome de I’AA a partir de ce précurseur’’. En réponse a un stimulus pro-
inflammatoire, la phospholipase A2 (PLA2) libére I’AA en position sn-2 des phospholipides
membranaires, classiquement des phosphatidylcholines. Une fois libéré, I’AA est transformé
en prostaglandine Hz (PGH2), précurseur commun de tous les prostanoides, par une
cycloxygénase (COX1 ou COX2) ou en leucotrienes par une lipoxygénase (LOX).

a) Mobilisation de I’acide arachidonique et synthése de
prostaglandine E»

Parmi les nombreuses prostaglandines dérivées de I’AA, la prostaglandine E2 (PGE2)
est un acteur important de la réponse inflammatoire grace a ses propriétés vasodilatatrices
nécessaires a la perméabilité vasculaire. La PGE: favorise également la fievre et la douleur
caractéristiques de la réponse inflammatoire, ainsi que la production d’IL-6 qui entretient
I’inflammation 8. Les taux de PGE2 produits sont directement corrélés a la quantité d’AA
libre disponible. Les taux intracellulaires d’AA résultent d’un équilibre entre son entrée dans
le métabolisme des prostanoides, et son stockage dans les membranes plasmiques cellulaires.
Pour étre incorporé dans les PLs, I’AA doit au préalable étre pris en charge par la protéine
FABP4 (Fatty Acid Binding Protein 4) puis étre active en arachidonoyl-CoA par une acyl-
CoAsynthase (ACSL). L’adipokine FABP4 est impliquée dans la physiopathologie de
I’athérosclérose et la mesure des taux de FABP4 dans des Iésions atheromateuses a réveélé
une corrélation positive entre les concentrations en FABP4 et la taille du cceur lipidique, le
degré d’infiltration macrophagique et les phénoménes hémorragiques. Cette protéine apparait

donc comme un marqueur de vulnérabilité de la plaque d’athérome °.

En favorisant le turn-over de I’AA dans les PLs membranaire, ACSL1 est
particulierement impliquée dans la réponse inflammatoire de la cellule. Une étude démontre
que des macrophages murins traités par du LPS, de I'IFNy ou du TNFa présentent une
induction de ACSL1 secondaire a la stimulation des complexes TLR4 et a I’activation de
INK1 et INK2 (Jun-N-terminal kinases 1 et 2) 8. Le diabéte est une maladie inflammatoire
chronique associee a un risque accru de maladies cardiovasculaires. Or, des monocytes de
patients atteints de diabéte de type 1 présentent une augmentation significative des ARN
messagers (ARNm) codants pour ACSL1. Des monocytes de souris diabétiques présentent la
méme élévation des ARNm d’Acsl] et également un taux intracellulaire d’AA accru et une

augmentation de la sécrétion de PGE2 8. La synthése de PGE2 semble donc particuliérement
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active au sein des plaques d’athérome ou elle participe largement a I’entretien du foyer

inflammatoire et a la croissance du cceur nécrotique.
b) Le thromboxane A

La thromboxane synthase transforme la PGHz en thromboxane Az (TXA2), élément
thrombogene qui active 1’agrégation plaquettaire. Les propriétés antiagrégants plaquettaires
de I’aspirine lui sont conférées par sa capacité a bloquer la synthese de TXA: en inhibant en
amont D’activité enzymatique de la COX. Le TXA:z agit via un récepteur cellulaire & 7
domaines transmembranaires couplé aux protéines G. Une étude réalisée sur des souris Ldlr”
a mis en évidence que bloquer le récepteur du TXA:z par un antagoniste ralentissait
significativement la progression de I’athérosclérose 2. Les monocytes-macrophages humains
circulants expriment la TXA:2 synthase et sont capables de sécréter du TXA:2. La présence de
TXA: synthase a d’ailleurs été décrite dans des plaques d’athérome issues de patients ayant
subi une endartériectomie carotidienne. Le marquage immunohistochimique de la TXA:2
synthase était plus important dans les Iésions des patients ayant récemment eu un évenement
thrombotique . I semble donc qu’il y ait formation de TXA:2 au sein de la plaque d’athérome
en développement lequel peut alors participer activement a la formation du thrombus lors de

la rupture de la plaque.
c) Le leucotriene B4

Le leucotriene Ba (LTBa4) provient de la voie des lipoxygénases et notamment de
I’action de I’enzyme LOX-5 sur I’AA. Le LTBa4 est présent dans les plaques d’athérome et
une élévation de la protéine activatrice de LOX-5 (FLAP), qui favorise la production de
LTB4, a été mesurée dans des macrophages de plaques d’athérome de souris Apoe” 84, Des
patients présentant un variant du géne ALOX5AP ont également été décrits comme ayant plus
de risque d’avoir un infarctus du myocarde ou un AVC &, En agissant via son récepteur
cellulaire LTB1, le LTB4, massivement produit par les macrophages et les polynucléaires,
favorise le chémiotactisme et 1’adhésion leucocytaires qui contribuent a la croissance et a
’inflammation de la lésion vasculaire 8. La présence du récepteur LTB1 a été mise en
évidence dans des plaques d’athérome carotidien humaines ou il est colocalisé avec les

macrophages, les cellules endothéliales et les VSMCs de la lésion .

24



2) Oxydation des acides gras et inflammation de la plaque d’athérome

Les prostaglandines et les leucotrienes ne sont pas les seules espéces lipidiques
oxydées qui interviennent dans la physiopathologie des Iésions athéromateuses. En effet, la
formation d’une plaque d’athérome est en grande partie initiée par une infiltration progressive
de particules LDL qui subissent des phénoménes d’oxydation dans la paroi vasculaire. La
plaque d’athérome contient donc de nombreux acides gras oxydés. Une étude réalisée sur une
dizaine de plaques d’athérome carotidien humaines a ainsi cherché a extraire puis a doser ces
especes lipidiques oxydées. Les résultats révelent que les plaques d’athérome contiennent des
taux ¢levés d’acide hydroxy-octadécanoique, dérivé oxydé de 1’acide linoléique, et d’acides
15-hydroxy- et 11-hydroxy-eicosatétranoique (15-HETE et 11-HETE), dérivés oxydés de
I’AA. Ces composés possédent des propriétés chémoattractantes sur les polynucléaires
neutrophiles et favorisent 1’adhésion des leucocytes a 1I’endothélium. Les plaques d’athérome
contiennent également de 1’acide 11-0xo-eicosatétranoique qui facilite le recrutement et la
stimulation des monocytes circulants. Si ces lipides oxydés proviennent en grande partie des
particules ox-LDL internalisées, le fait que les énantioméres des molécules soient présents en
proportions égales laisse a penser qu’ils pourraient également résulter d’une oxydation des

acides gras présents dans la lésion par les ROS &’

3) Synthese de médiateurs lipidiques de résolution de I’inflammation

La réponse inflammatoire se décompose classiquement en trois étapes : une phase pro-
inflammatoire, une phase de résolution et une phase de guérison. Les acides gras
polyinsaturés (AGPI) jouent un role majeur dans ces différents processus puisqu’ils sont non
seulement a 1’origine de la synthése de médiateurs pro-inflammatoires majoritairement issus
de ’AA comme le LTB4 ou la PGE2, mais sont également responsables de la production de
médiateurs lipidiques dits de résolution de I’inflammation (SPMs : specialized pro-resolving
lipid mediators) tels les lipoxines issues de I’AA ou les résolvines issues de 1’acide
docosahexaénoique (DHA) . Le passage entre la phase pro-inflammatoire et la phase de
résolution de I’inflammation est directement conditionné par la balance entre ces deux
grandes catégories de médiateurs lipidiques aux effets opposés. Cet équilibre dépend d’un
veritable switch métabolique puisque ¢’est la méme enzyme, la 5-LOX, qui est responsable de
la synthése de certains eicosanoides pro-inflammatoires ou des SPMs selon sa localisation :
nucléaire versus cytoplasmique &. Une fois synthétisés, les SPMs ont pour role de stabiliser

les 1ésions athérosclérotiques en favorisant 1’efférocytose des cellules apoptotiques, en
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inhibant le recrutement leucocytaire et en diminuant la migration des VSMCs 1, Quand un
déséquilibre des voies métaboliques des AGPI en défaveur des SPMs apparait, s’installe une
incapacité a passer en phase résolutive et 1’athérosclérose progresse. Ainsi, une récente étude
a mis en évidence que les taux sériques de résolvine D1 (RvD1) et de DHA issus de patients
présentant des lésions symptomatiques d’athérome carotidien étaient significativement plus
bas que ceux de patients asymptomatiques °2. De plus, une seconde étude démontre que le
ratio RvD1/LTB4 mesuré dans des plaques d’athérome est significativement plus faible dans
les zones vulnérables que dans des zones stables de la plaque ®. Enfin, il a récemment été
démontré que des plaques d’athérome carotidiennes issues de patients présentant des
symptdémes neurologiques avaient des taux intra-plaques de DHA diminués, et que cette
diminution était associée a un phénotype pro-inflammatoire de la plaque %. Ces trois études
confirment donc qu’il y a un lien direct entre diminution des taux de SPMs et vulnérabilité

des plaques.

PHOSPHOLIPIDES:
Pool d’Acide Arachidonique (AA)

DHA

ki

)

<
PGE, TXA, LTB, LXA, RvD1
pro-inflammatoires anti-inflammatoires

Figure 2 : Voies de biosynthése des médiateurs lipidiques de I’inflammation

Les phospholipides membranaires constituent un pool d’acide arachidonique hydrolysable par la
PAL2. Ce pool est entretenu par I’activation de 1’acide arachidonique en arachidonoyl-CoA par
ACSL1 pour son incorporation membranaire par LPCAT3. L’acide arachidonique peut également &tre
métabolisé en médiateurs lipidiques pro-inflammatoires (PGE,, LTB.) via les enzymes COX-2 et 5-
LOX ou en médiateurs lipidiques de résolution de I’inflammation (LXA4) via I’enzyme 15-LOX.
L’acide docosahexaénoique membranaire peut également étre métabolisé en résolvine D1 anti-
inflammatoire par I’enzyme 5-LOX. Un déséquilibre entre médiateurs pro-inflammatoires et de
résolution de I’inflammation favorise le passage a la vulnérabilité de la plaque d’athérome.

AA : acide arachidonique ; PLA2 : phospholipase A2 ; FABP4 : Fatty Acid Binding Protein ; ACSL : acyl-CoA
synthase ; LPCAT3: lysophosphatidylcholine acyl-tranférase 3; PGH,: prostaglandine H,; PGE;:
prostaglandine E; ; LTB4 : leucotriene B, ; COX2 : cycloxygénase 2 ; LOX : lipoxygénase ; LXA, : lipoxine A4 ;
DHA : acide docosahexaénoique ; RvD1 : résolvine D1

26



PARTIE 2 : I’ INTERLEUKINE-1B AU C(EUR DU

PHENOMENE ATHEROMATEUX

I. Généralités sur IL-1p

A. La voie de signalisation de IL-1

L’interleukine-1 (IL-1) est la premiere interleukine a avoir été décrite. Cette cytokine
est un important médiateur de I’immunité innée et de la réponse inflammatoire et existe sous
deux formes codées par deux genes différents mais avec une activité biologique similaire : IL-
lo et IL-1B. Les deux formes IL-1a et IL-1B peuvent lier le récepteur de I1L-1 de type 1 (IL-
1RI) qui s’associe alors & la protéine IL-1RAcP (IL-1 receptor accessory protein) pour
permettre la transduction du signal. Cette signalisation implique une succession de
phosphorylations intracellulaires initiée par le domaine a activité tyrosine kinase TIR
(Toll/interleukin-1 receptor domain) du récepteur IL-1RI qui nécessite le recrutement de
I’adaptateur MyD88 (Myeloid differentiation primary response). Une fois leurs résidus
thréonine et sérine phosphorylés, les protéines de signalisation intracellulaire deviennent des
cibles pour les MAP-Kinases (Mitogen-Activated Protein Kinase). La phosphorylation de
I’inhibiteur IxB entraine sa dégradation au niveau du protéasome ce qui permet au facteur de
transcription NF-xB de transloquer au niveau nucléaire. La cascade de signalisation d’IL-1
provoque également la liaison du facteur de transcription AP-1 (protéine activatrice-1) au
niveau de I’ADN. Les deux facteurs de transcription NF-kB et AP-1 induisent alors la
transcription de nombreux genes de chémokines et de cytokines pro-inflammatoires, de
molécules d’adhésion, de facteurs de croissance et d’enzymes comme COX2 ou 1’oxyde
nitrite synthase (iNOS) %%,

Les deux molécules IL-1a et IL-1P sont produites sous la forme de précurseurs.
Majoritairement associée a la membrane plasmique des monocytes-macrophages et de
quelques cellules épithéliales, IL-1a exerce une action pro-inflammatoire locale. Aussi bien
son précurseur que sa forme clivée par la calpaine sont actifs. En cas de nécrose et de mort
cellulaire, les molécules d’IL-la libérées peuvent également jouer le role d’alarmine. A

I’inverse, IL-1B est secrétée par les monocytes-macrophages ou les cellules dendritiques pour
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agir a distance de ses cellules cibles ce qui la rend plus active dans les maladies
inflammatoires °’. Son précurseur, la pro- IL-1pB, n’est pas exprimé de facon constitutive mais
en réponse a un signal pro-inflammatoire. Ce signal passe par la voie des TLRs mais aussi par
celle d’IL-1RI, ce qui permet & IL-1B et IL-la d’exercer un rétrocontrdle positif sur la
transcription et la production d’IL-1B. La forme active d’IL-1PB résulte du clivage de son
précurseur, la pro-IL-1B, par la caspase-1. D’autres protéases comme la métallopeptidase-9,

I’élastase neutrophile ou le granzyme-A peuvent également cliver la pro-1L-1 p %7 9%,

La voie de signalisation d’IL-1 est régulée en grande partie par I’existence d’un
récepteur antagoniste IL-1Ra qui est capable de lier le récepteur IL-1RI mais sans provoquer
de transduction cellulaire du signal. Ce ligand agit alors comme un agoniste compétitif vis-a-
vis d’IL-1a et d’IL-1p. Autre élément régulateur d” IL-1, le récepteur IL-1RII est capable lui
aussi de lier IL-1a et IL-1p mais il ne posséde pas de motif d’activation intracellulaire et ne

sert donc qu’a capturer IL-1a ou IL-1p %%,
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Figure 3 : Signalisation et réles d’IL-1B dans I’athérosclérose

La liaison d’IL-1a ou IL-1p sur le récepteur IL-1RI induit le recrutement d' IL-1RACP puis de MyD88
pour activer secondairement la voie NF-kB ou la voie des MAPKinases. S’en suit une production de
médiateurs pro-inflammatoires, de molécules d’adhésion, d’enzymes et de facteurs de croissance, qui
activent les cellules endothéliales et les macrophages et favorisent la migration des cellules
musculaires lisses.

IL-1RI: récepteur de l'interleukine-1 de type | ; IL-1Ra: récepteur antagoniste d’IL-1; IL-1RII: récepteur de
Uinterleukine-1 de type Il ; IL-1RAcP : IL-1 receptor accessory protein; MyD88: Myeloid differentiation
primary response ; TRAF-6:TNF receptor associated factor 6; IRAK: interleukin-1 receptor-associated
kinase ; NF-«B: nuclear factor kappa B; MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase; p38: p38 mitogen-activated
protein kinase JNK: Jun-N-terminal kinase; AP-1: protéine activatrice-1; ICAM-1: intracellular adhesion
molecule-1; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule 1; MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1 ;
COX2 : cycloxygénase 2 ; iNOS: oxyde nitrite synthase ; M-CSF: macrophage colony-stimulating factor ;
VSMCs: vascular smooth muscle cells
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B. L’inflammasome NLRP3 producteur d’IL-1§

La forme active d’IL1-f résulte du clivage de son précurseur, la pro-IL-1B, par la
caspase-1 qui a une activité cystéine protéase. Cette enzyme est portée par un important
complexe protéique cytoplasmique appelé inflammasome. La mobilisation de
I’inflammasome se déroule en deux phases : d’abord la reconnaissance d’un stimulus pro-
inflammatoire par TLR4 ou IL-1RI, puis I’assemblage et 1’activation du complexe protéique.
Cet assemblage répond a différents signaux cellulaires percus par un récepteur particulier
NLRP3 (nucleotide-binding oligomerization domaine-like receptor (NLR) family pyrin

domain containing 3), on parle donc d’inflammasome NLRP3 %,

Le stimulus pro-inflammatoire initial active la transcription des genes IL1B et NLRP3
via la voie NF-xB. Ensuite, pendant que la pro-IL-1B s’accumule, I’assemblage de
I’inflammasome NLRP3 et le recrutement de la caspase-1 débutent sous la gouvernance de
différents stimuli cellulaires. 11 peut s’agir de I’excrétion massive d’ATP (adénosine tri-
phosphate) par les cellules en apoptose du corps nécrotique mais aussi de ROS
mitochondriaux ou encore d’un efflux membranaire de potassium. La cathepsine B produite
par les lysosomes quand ils sont déstabilisés dans leur structure est également un puissant
activateur de I’inflammasome 1%°. Cette sécrétion lysosomale est stimulée par des
phospholipides oxydés mais surtout par des cristaux de cholestérol qui activent
I’inflammasome au méme titre que les cristaux d’acide urique dans le contexte de la goutte
101,102 Ainsi, les particules ox-LDL interviennent & deux niveaux dans I’activation de
I’inflammasome : d’abord en stimulant les récepteurs TLR4 et, une fois internalisées, en
favorisant la formation de cristaux de cholestérol. Une fois activé, 1’inflammasome NLRP3
peut alors cliver la pro-IL-1B en IL-1pB active. L’inflammasome NLRP3 peut également
former des agrégats qui sont éliminés dans le milieu extracellulaire. Lorsque ces agrégats sont
ingérés par les cellules avoisinantes, ils activent a leur tour 1’inflammasome et amplifient ainsi

la production d’ IL-1p dans la plaque d’athérome %,
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Figure 4 : Production de Pinterleukine-1p par ’inflammasome NLRP3

La stimulation des récepteurs TLR4 et IL1-RI active la voie NF-kB et la transcription de NLRP3 et
IL1B. Les particules LDL ou LDL-oxydées qui s’accumulent forment des cristaux de cholestérol
toxiques pour le lysosome qui libére de la cathepsine B. La sécrétion de cette enzyme mais aussi la
diminution de I’efflux potassique membranaire, et la production de ROS mitochondriaux, constituent
divers signaux cellulaires pour I’assemblage des protéines NLRP3, CARD et ASC qui constituent
I’inflammasome NLRP3 capable de recruter la pro-caspase-1 afin de I’activer en caspase-1. La
caspase-1 peut alors cliver la pro-IL-1B en IL-1p qui une fois sécrétée peut stimuler a son tour le
récepteur IL1-RI.

TLRA4: toll-like receptor 4; IL-IRI: récepteur de [linterleukine-1 de type |; NF-xB: nuclear factor kappa
B ; CD36: cluster of differentiation 36; LDL: low density lipoprotein; ox-LDL: particule LDL oxydée ; ROS :
espéces réactives de [’oxygene ; NLRP3 : nucleotide-binding oligomerization domaine-like receptor family pyrin
domain containing 3 ; ASC : adaptateur de la caspase-1; CARD : caspase recruitment domain ; pro-casp 1:
pro-caspase 1 ; IL-1§ : interleukine-1 ; LDL-R : récepteur des LDL
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II. ROles d’IL-1p dans I’athérosclérose
De nombreuses éetudes in vivo chez I’Homme ou sur des modéles animaux ont mis en
évidence le role majeur d’IL-1p dans le développement et 1’évolution des plaques d’athérome.
Ces études ont notamment cherché a bloquer la voie de signalisation d’IL-1p que ce soit au
niveau de I’inhibiteur IL-1Ra, du récepteur IL-1RI ou directement la production d’IL-1, et a

en évaluer I’impact sur le processus athéromateux.

A. IL-1p et athérosclérose : modeéles animaux

1) Role d’IL-1p dans la formation des Iésions athéromateuses

Différentes études ont décrit le réle de la voie de signalisation d’IL-1p dans la
formation des lésions d’athérosclérose. Une premiére étude a utilisé un modéle de souris
Apoe™ croisées avec des souris I11rn”". Aprés 16 semaines d’un régime classique, les souris
ll1rn*" Apoe” présentent une augmentation de la taille des Iésions athérosclérotiques au
niveau de I’aorte sinusale associée a une diminution de 15% du marquage pour 1’a-actine par
rapport aux souris 111r** Apoe”. Les souris 111rn”" Apoe” ont été exclues de 1’étude car
associées a un phénotype trop chétif 194, Une seconde étude s’est focalisée sur la formation
des stries lipidiques qui initient la Iésion au niveau de I’aorte sinusale de souris Apoe™.
Pendant 60 jours, les souris ont recu 25mg/kg/j de protéine IL-1Ra recombinante humaine ou
un placebo. Apres deux mois de traitement, les souris ont été mises sous régime athérogéne
durant un mois avant sacrifice et prélevement des aortes. La mesure de la taille des plaques
d’athérome révéle que les souris traitées par IL-1Ra présentent des lésions 2,5 fois plus petites

que les souris qui ont recu le placebo 1%,

Toujours dans le but d’éclaircir le role d’TL-1Ra dans le contréle de la croissance de la
plaque, une étude a évalué I’influence d’un régime enrichi en cholestérol/cholate sur la taille
de la lésion. Ce régime est d’abord administré a des souris 111rn”" en regard de souris Wild-
Type (WT) pendant 3 mois. Les souris 111rn”" présentent des taux de cholestérol non-HDL
trois fois moins élevés que les souris WT et tendent & avoir des lésions aortiques plus
importantes. A D’inverse, des souris transgéniques I11rn/ldIr’- nourries pendant 4 semaines
avec un régime enrichi en cholestérol/cholate, présentent des lésions aortiques environs 1,5
fois moins importantes que les souris IdIr’- simples 1%. Ces études témoignent donc du réle
essentiel d’IL-1B dans I’initiation et le développement des lésions d’athérosclérose chez la

souris.
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2) Role d’IL-1p dans le remaniement vasculaire

En favorisant la migration et la prolifération des VSMCs, IL-1p est particuliérement
active sur le remodelage vasculaire. Dans un modéle de souris Il1rn”, le remaniement
vasculaire est induit par une incision réalisée au niveau de I’artére fémorale. Trois semaines
plus tard, la mesure de 1’épaisseur des vaisseaux révéle que I’intima des souris 111rn”- mesure
31,8um alors que celle du groupe contrdle ne fait que 9,1pm. En revanche, 1’épaisseur de la
média ne différe pas entre les deux groupes . Afin de mieux caractériser le role d’IL-1pB
dans la formation de la néo-intima, une équipe a proposé deux modeles de souris 111r1” ou
I11b"- chez qui une ligation en dessous de la bifurcation carotidienne mime la pose d’un stent
ou d’un ballonnet cardiaque. Aprés 4 semaines, la mesure de la néo-intima du vaisseau révele
un épaississement 19 fois moins important chez les souris 111r17 que chez les souris WT ainsi
gu’un rétrécissement de la lumiére vasculaire 3 a 4 fois moindre. Des résultats similaires sont
obtenus avec les souris 111b- " ou lorsque des souris 111r1*" sont traitées par 25mg/kg/jour
d’IL-1Ra en infusion continue pendant toute la durée de I’étude '%. La méme équipe a
précédemment décrit qu’une angioplastie percutanée coronaire transluminale chez des porcs
provoque une augmentation d’IL-1f au niveau des cellules endothéliales du vaisseau dés 1
heure post-chirurgie avec un pic observé entre 3 et 7 jours post-chirurgie. Ce pic n’est pas
retrouvé dans les artéres controle. De plus, il existe une colocalisation d’IL-1p et de la
caspase-1 dans les cellules endothéliales a 6 heures post-chirurgie, dans les cellules de
I’adventice a partir de 3 jours post-chirurgie, et enfin, dans les cellules de la néo-intima a
partir de 7 jours post-chirurgie 1. Ces études confirment donc une activation de la voie de

signalisation d’IL-1p dans la paroi vasculaire au niveau des plaques d’athérome.

3) Role d’IL-1p dans I’inflammation et I’évolution de la lésion

L’inflammation au niveau de la plaque est entretenue par IL-1B tout au long du
processus athéromateux. Ce phénomeéne est mis en évidence chez des souris Apoe™ 111b” qui
soumises a un régime classique pendant 12 ou 24 semaines, présentent des plaques
d’athérome au niveau des aortes proximales dont la taille est diminuée de 30% par rapport aux
souris contréle. En paralléle, les taux d’ARNm de Ccl2 et Vcaml au niveau des lésions
athéromateuses sont diminués de 58% et 39% respectivement chez les souris Apoe™ I111b” par
rapport aux souris contréle. 1, Plus récemment, une étude décrit le blocage d’IL-1B grace a
un anticorps monoclonal (XOMA 052) dans un modele in vitro de cocultures de

macrophages, cellules endothéliales et VSMCs. L’anticorps inhibe la sécrétion d’IL-6, d’1L-8,
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de MCP-1 et de TNFa, par les cellules ce qui confirme le réle prépondérant d’IL-1p dans

I’entretien du foyer inflammatoire et la progression de la plaque **.

La rupture de la plaque n’arréte pas I’inflammation au niveau de la Iésion, bien au
contraire. Apres la thrombose, tout un processus de reperfusion et de remodelage vasculaire se
met en place. Mal maitrisées, ces modifications vasculaires peuvent s’avérer délétéres pour le
vaisseau et favoriser la survenue d’événements cardiovasculaires secondaires. De nombreuses
cytokines continuent ainsi a étre sécrétées et parmi elles, IL1-f est particuliérement active. Le
role d’IL1-B dans les heures ou les jours qui suivent un infarctus du myocarde a été décrit
dans une étude réalisée sur des souris 111r17- ayant eu un infarctus du myocarde et sacrifiées
de 6 heures a 7 jours apres le début du phénomene de reperfusion. L’analyse histologique des
cceurs révele que linfiltrat de polynucléaires neutrophiles et de macrophages dans la zone
infarcie est 4 fois moins important chez les souris 111r1”- que chez les souris WT a 24 heures
et 48 heures. De plus, apres 7 jours de reperfusion, les taux protéiques de MMP-2 et MMP-3
sont fortement diminués chez les souris 111r1” en regard des souris contrdle. Enfin, non
seulement les taux d’ARNm de Ccl2 et 111b mesurés apres 6 heures de reperfusion sont
significativement diminués chez les souris Il1rl”, mais ces souris présentent un taux de
mortalité de 1,1% versus 7,2 % chez les souris controle *. La signalisation IL-1p est donc
particulierement impliquée dans la rupture de la plaque et dans la réponse inflammatoire

associée.

4) RoOle de I'inflammasome dans I’athérosclérose

Différentes etudes se sont focalisées sur I’impact de 1I’inflammasome, essentiel dans la
sécrétion d’IL-1pB active, dans la réponse inflammatoire au sein de la plaque. Dans une
premiére étude, des souris Ldlr”- ont été irradiées puis transplantées avec de la moelle osseuse
murine déficiente en NLRP3 ou ASC, adaptateur spécifique de la caspase-1. Les cellules
sanguines circulantes n’expriment donc plus certains composants de 1’inflammasome
nécessaires a son activité. Aprés 8 semaines de régime enrichi en cholestérol, les souris Ldlr”
dont les cellules circulantes n’expriment pas NLRP3 présentent des 1ésions d’athérome au
niveau de 1’aorte réduites de 69% par rapport aux souris controle Ldlr’-avec une moelle issue
de souris WT 0L, Ciblant plus spécifiquement la caspase-1, une seconde étude compare des
souris Apoe” avec ou sans un gene fonctionnel pour la caspase-1. Les souris sont nourries
avec un régime pauvre en graisses pendant 26 semaines ou bien avec un régime enrichi en

cholestérol et en acides gras saturés pendant 8 semaines. Si le profil lipidique reste inchangé
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entre les deux groupes, quel que soit le régime, I’analyse de la paroi des aortes révéle des
différences significatives dans la progression des lésions d’athérosclérose. Les plaques
d’athérome dans 1’aorte ascendante des souris sont 35% a 45% moins développées chez les
souris Apoe” Casp-17- que chez les souris Apoe’- Casp-1*"*. Les souris femelles Apoe™
Casp-17- présentent également une diminution de ’expression de IFNy dans leurs lésions
d’athérosclérose. Cette étude souligne que la caspase-1 favorise la progression athéromateuse
et I’activation des cellules immunitaires au niveau de la plaque 2. Enfin, dans une derniére
étude chez des souris Apoe”, NLRP3 est neutralisé grace a I’administration d’un lentivirus
vecteur d’un ARN inhibiteur de ’ARNmM de NIrp3. Les souris subissent une premiére
injection virale au niveau de la queue apres 4 semaines de régime riche en graisses et une
seconde deux semaines plus tard. Les aortes sont prelevées pour analyse 4 semaines apres la
premiére injection. Les souris traitées par lentivirus présentent une diminution de 22% des
macrophages, 33% des lipides, 39% des VSMCs au niveau de la plaque d’athérome et a
I’inverse une augmentation de 46% de son contenu en collagéne en regard des souris controle
non traitées. Des différences apparaissent également au niveau transcriptionnel au sein des
plaques avec une diminution des ARNm des Mmp2 et Mmp9 pour les souris ou NLRP3 est
inactif 13, L’inflammasome, nécessaire a I’activité d’IL-1p, est donc déterminant dans le

développement de 1’athérosclérose.

B. IL-1p et athérosclérose : études chez ’Homme

1) Etude de la signalisation d’IL-1p dans I’athérosclérose chez I’Homme

L’existence d’un lien entre IL-1p et athérosclérose a aussi été démontrée chez I’Homme.
Une premiére étude a tout d’abord mis en évidence que dans les premiéres minutes qui
suivent un infarctus du myocarde (IDM), les taux sériques d’IL-1B sont particuliérement
élevés. Si cette augmentation diminue de moitié au bout de 2 heures, elle semble néanmoins
étre responsable d’une élévation des taux d’IL-6 4 heures aprés le début de I’infarctus. Cette
augmentation est suivie d’une élévation des taux de CRP, acteur majeur de la phase aigué de
Iinflammation . Par la suite, des travaux démontrent une augmentation de
I’immunomarquage d’IL-1P dans les cellules endothéliales luminales ou de I’advendice ainsi
que dans les macrophages dans des artéres coronaires issues de patients souffrant d’IDM par
rapport a des patients atteints de cardiomyopathie dilatée. Plus le marquage est important, plus

la pathologie athéromateuse est avancée '°. Une autre étude qui compare également des
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coupes d’artéres coronaires issues de patients atteints d’athérosclérose avec des coupes issues
de patients atteints de cardiomyopathie dilatée, met cette fois en évidence une élévation du
marquage semi-quantitatif des ARNm d’IL-1RN dans les lésions athéromateuses par rapport
au groupe contréle. De plus, les auteurs décrivent que non seulement IL-1Ra est présent au
niveau intracellulaire dans les VSMCs des artéres coronaires humaines, mais que son
expression protéique est fortement accrue lorsque les cellules sont stimulées par du LPS ou
du phorbol-myristate-acétate 116, Ces résultats laissent a penser que IL1-Ra pourrait étre un
marqueur d’instabilité des 1ésions d’athérosclérose. C’est I’hypothése d’une étude prospective
ou les taux plasmatiques d’IL-1Ra chez des patients devant subir une angiographie sont
mesurés. Les résultats révelent que les patients souffrant d’angor ont des taux plus élevés que
les patients avec des douleurs thoraciques atypiques. De plus, les patients atteints d’angor
instable ont des taux environ 1,5 fois plus élevés que les patients avec un angor stable 7.
Ceci peut en partie s’expliquer par le fait qu’IL-1Ra est produit par les hépatocytes en réponse
a une stimulation par les cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-1B mais peut également étre
sécrété par les monocytes au site de la 1ésion stirement dans le but de réguler 1’inflammation.
Comme IL-1Ra a une demi-vie courte, son accumulation serait alors le reflet d’une
inflammation chronique. Enfin, il existe plusieurs polymorphismes pour le gene IL-1RN
particulierement décrits et étudiés dans une étude ou 1850 patients subissent une angiographie
6 mois aprés la pose d’un stent. Il s’avére que les 8,3% des patients homozygotes pour un
SNP particulier situé au niveau de I’exon 2 présentent une diminution du risque de resténose
de 22% 118,

2) Réle de ’inflammasome dans I’athérosclérose chez ’Homme

Plusieurs études récentes se sont intéressées au role de [I’inflammasome dans
I’athérosclérose chez ’Homme. Une premiéere étude révele la présence des protéines NLRP3,
ASC, caspase-1 et des deux cytokines IL-1p et IL-18 dans des prélevements carotidiens issus
de 30 patients ayant subi une endartériectomie carotidienne. Ces mémes protéines sont
absentes d’échantillons d’artéres mésentériques issus de patients atteints de cancer de
I’intestin. Si la protéine NLRP3 est aussi bien détectée dans les plaques d’athérome
vulnérables que dans les plaques non vulnérables, elle est essentiellement retrouvée au niveau
du cytoplasme des macrophages et des cellules spumeuses qui contiennent des cristaux de
cholestérol. Les taux sériques d’IL-1p et d’IL-18 sont egalement significativement plus élevés
chez les patients souffrant d’athérosclérose que chez les patients controle 1°. Une seconde

¢tude se focalise sur le niveau d’expression de NLRP3 et le degré de sévérité des plaques
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d’athérome chez des patients avec un syndrome coronarien aigu. L’analyse par cytométrie en
flux des taux de NLRP3 dans les monocytes circulants de 123 sujets, environ 6 heures apres le
début des douleurs thoraciques, révéle que 1’expression protéique est corrélée a la sévérité de
’atteinte coronarienne ainsi qu’au nombre de plaques c’est-a-dire au nombre de vaisseaux
touchés. Enfin, les taux plasmatiques d’IL-1B et d’IL-18 sont augmentés chez les patients
atteints de syndrome coronarien aigu par rapport a des sujets controle %, L’inflammasome est
donc actif au sein des plaques d’athérome, particuliérement quand elles sont responsables de

symptémes cliniques cardiovasculaires.

III. L’étude CANTOS

A. Rationnel de I’étude CANTOS

L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique dont la physiopathologie est
de mieux en mieux appréhendée. Le r6le central d’IL-1p dans le développement de
I’athérosclérose a largement été décrit et cibler spécifiguement cette cytokine est
progressivement apparu comme une stratégie thérapeutique prometteuse pour la prise en
charge et la prévention des MCV. Le canakinumab est un anticorps monoclonal humanisé de
type IgG1l(immunoglobuline de type 1) dirigé contre IL-1B pour empécher sa liaison sur le
récepteur IL-1RI. Cet anticorps est couramment prescrit pour la prise en charge de certains
syndromes fébriles auto-immuns, comme le syndrome de Muckle-Wells caractérisé par une
urticaire fébrile, ou encore pour soigner les crises de goutte %1, L’hypothése de la récente
étude CANTOS (Canakinumab Anti-inflammatory Thrombosis Outcome Study), était que
I’administration de canakinumab, en inhibant 1’activité d’IL-1p, pouvait prévenir la survenue
ou la récidive d’événements cardiovasculaires. L’étude CANTOS est une étude randomisée
en double aveugle ou 10061 sujets ayant déja eu infarctus du myocarde et a risque de récidive
car présentant un taux de CRP>2 mg/L, ont recu soit du canakinumab soit un placebo. La
moyenne d’age des sujets était de 61 ans et ils étaient majoritairement de sexe masculin. Le
canakinumab a été administré par voie sous-cutanée tous les trois mois a la dose de 50 mg,
150 mg ou 300 mg. Le critere de jugement principal de I’étude était la survenue d’un infarctus

du myocarde ou d’un AVC, qu’il soit fatal ou non 22,
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B. Résultats de I’étude CANTOS

Les résultats de 1’étude CANTOS mettent en évidence une diminution des taux d’IL-6
et de CRP chez les patients traités par canakinumab par rapport aux patients recevant le
placebo quelle que soit la dose mais de facon dose-dépendante. Les parameétres lipidiques
restent quant a eux inchangés quel que soit le groupe. Apres environ 4 ans d’observation, il
apparait qu’a la dose de 150mg ou 300mg, le canakinumab réduit de 15% le risque de récidive
d’infarctus du myocarde, d’apparition d’accident vasculaire cérébral ou de déces des suites
d’un éveénement cardiovasculaire. Une dose de 50mg reste en revanche sans effet par rapport
au placebo 23, Il semble important de préciser que 90% des patients participant a cet essai
étaient traités par statines mais celles-ci restaient néanmoins inefficaces vis-a-vis de

I’élévation des taux de CRP 71124,

Une nouvelle exploitation des données, toujours en cours, mais chez les patients de
I’essai avec un taux de CRP< 2mg/L semble indiquer cette fois une réduction de 27% de
’incidence d’événements cardiovasculaires et de 31% du taux de décés associés 2. Cibler
specifiqguement IL-1p diminue donc significativement le risque de récidive d’événements
cardiovasculaires, indépendamment de toute modification du profil lipidique, et semble lutter
efficacement contre I’inflammation chronique évoluant a bas bruit au cours de

I’athérosclérose.

C. Perspectives de I’étude CANTOS

L’étude CANTOS relie directement le rble biologique d’IL-1p dans la constitution des
lesions athéromateuses et la survenue d’événements cliniques comme les infarctus du
myocarde ou les AVC. Ceci laisse envisager un changement conceptuel de la prise en charge
thérapeutique des MCV qui ne serait plus uniquement focalisée sur le contrdle du
métabolisme lipidique, mais beaucoup plus ciblée sur I’inflammation au cours de
I’athérosclérose. Le canakinumab vise spécifiquement IL-1p car cette cytokine est
particuliérement active dans la nécrose des plaques d’athérome. Mais de nombreuses autres
cytokines pro-inflammatoires participent a la progression des lésions. Compte tenu des
résultats de 1’étude CANTOS, les nouvelles approches thérapeutiques par immunomodulation
dans le cadre de I’athérosclérose semblent prometteuses et pourraient alors étre étendues a
d’autres cytokines pro-inflammatoires. Un petit essai clinique démontre ainsi 1’efficacité d’un

anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur de I’IL-6, le tocilizumab, dans le contréle des
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niveaux de CRP chez des patients atteints d’un syndrome coronarien aigu ?°. Le MABp1,
anticorps monoclonal dirigé contre IL-1a, a principalement été étudié dans le cadre de
pathologies cancéreuses, mais pourrait éventuellement étre également étudié dans le cadre de

’athérosclérose 1%/,

Il semble cependant important de garder a I’esprit que les cytokines pro-
inflammatoires sont impliquées dans de nombreuses pathologies inflammatoires tres diverses,
qu’elles soient aigués ou chroniques. Bloquer les voies de signalisation de I’immunité innée
peut ne pas étre sans conséquence notamment en ce qui concerne les mécanismes de défense
de I’hote. Ceci s’est illustré au cours de I’étude CANTOS ou il est apparu que le canakinumab
pouvait augmenter les risques infectieux, certains patients de 1’¢tude étant décédés des suites
d’un sepsis. Ces nouvelles thérapies, aussi prometteuses soient-elles, devront donc étre
envisagées d’une facon la plus individualisée possible, en s’appuyant sur des biomarqueurs du

phénomeéne athéromateux, existants comme la CRP, ou a venir.
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PARTIE 3: LE LIVER X RECEPTOR, LIEN ENTRE

CHOLESTEROL ET INFLAMMATION

I. Cholestérol et inflammation
L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique évolutive. Si le cholestérol
est responsable d’une obstruction mécanique du vaisseau en s’infiltrant dans la paroi
artérielle, il est aussi a I’origine directe de différents processus inflammatoires qui favorisent

le développement des Iésions 128,

A. Cholestérol intracellulaire et réponse inflammatoire

En cas d’hypercholestérolémie, les membranes plasmiques des cellules, notamment
des macrophages, s’enrichissent en cholestérol ce qui facilite la formation des complexes
TLRs membranaires et favorise la réponse a un stimulus pro-inflammatoire 28129, |es
particules ox-LDL sont capables de lier le récepteur TLR4 ce qui explique que les cellules
spumeuses présentent une activation importante des geénes de 1’inflammation et des taux
élevés de cytokines pro-inflammatoires issues de la voie des TLRs™%!3!, [es particules ox-
LDL, une fois internalisées par les macrophages, sont également responsables de la formation
de cristaux de cholestérol qui activent massivement I’inflammasome et concourent a la
production d’IL-1B pro-inflammatoire dans la plaque. L’accumulation intracellulaire de
cholestérol est donc favorisée lors de la mise en place d’une réponse inflammatoire. A

I’inverse, I’efflux de cholestérol des cellules est inhibé.

1) Le transport inverse du cholestérol

L’efflux cellulaire du cholestérol initie le phénomeéne de transport inverse du
cholestérol (RTC : reverse cholesterol transport) qui permet de ramener le cholestérol des
tissus périphériques au foie. Cet export cellulaire est possible grace a l’action de deux
transporteurs : ABCA1 et ABCG1 (ATP-binding cassette transporters Al et G1) 32133 |e
cholestérol est alors pris en charge par des particules pré-HDL et par I’apoprotéine Al
(APOAL) pour étre estérifié par la lécithine cholestérol acyl-transférase (LCAT). Le
cholestérol est ensuite capté au niveau hépatique par les récepteurs SRB1 (scavenger receptor
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B1) pour étre excrété dans la bile ou utilisé pour la synthese de particule VLDL (very low
density lipoprotein) %, La mise en place d’une réponse inflammatoire aprés I’activation des
TLRs est associée a une inhibition du RTC qui se manifeste par une augmentation de la
triglycéridémie et par une diminution des taux de HDL et d’APOA1 sériques *°. Si cette
inhibition du RTC est nécessaire et bénéfique lors d’une infection, il arrive qu’a I’inverse, un
dysfonctionnement de I’efflux cellulaire de cholestérol engendre a terme une inflammation

chronique délétere.

2) Perturbations de I’efflux cellulaire de cholestérol et inflammation

Plusieurs maladies inflammatoires chroniques comme le lupus érythémateux, la
polyarthrite rhumatoide et le psoriasis, sont associées a des perturbations lipidiques. Il s’agit
essentiellement d’une augmentation des lipoprotéines athérogénes au détriment du taux de
HDL-cholestérol . Dans ces pathologies, les particules HDL acquiérent également un
phénotype pro-inflammatoire et perdent leur capacité a participer a I’efflux de cholestérol. Il a
en effet été décrit que des particules HDL issues de patients sains et exposés a de faibles doses
de LPS (3ng/kg), perdent ex vivo leur capacité d’efflux et présentent une diminution de leur
contenu en LCAT et en phospholipides alors que les taux sériques de HDL et d’APOA1 des
sujets sont restés inchangés par ’injection de LPS *¥'. Dans I’athérosclérose, le phénotype des
particules HDL est particuliérement modifié car elles subissent des phénomeénes d’oxydation
sous I’influence des myélopéroxydases des macrophages. C’est essentiellement I’APOA1 qui
est oxydée au niveau du tryptophane en position 72 (oxTrp72-APOAL) ce qui altére fortement
la capacité d’efflux de la lipoprotéine. Cette APOA1 oxydée représente seulement 20% de
I’APOA1 totale chez des patients atteints de maladie coronarienne mais cela suffit a diminuer

la capacité d’efflux des HDL ex vivo 1381%,

B. Cholestérol et production de cellules pro-inflammatoires

Si le cholestérol favorise I’inflammation et le recrutement cellulaire au niveau de la
plaque d’athérome, I’hypercholestérolémie provoque également une leucocytose secondaire
caractérisée par une augmentation des monocytes et des polynucléaires neutrophiles
circulants. Ces anomalies hématologiques sont trés fréquentes au cours de la maladie
athéromateuse et il est admis depuis plusieurs décennies que I’importance de la leucocytose

est corrélée & la sévérité et & la morbi-mortalité des MCV 0. Plusieurs modéles murins ont
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décrit qu’en I’absence d’ABCAL et ABCG1, des souris Apoe” ou LdIr” soumises a un
régime hypercholestérolémiant présentent non seulement une augmentation des lésions
athérosclérotiques mais également une monocytose et une neutrophilie 1. Parallélement, des
enfants issus de familles atteintes d’hypercholestérolémie familiale présentent des taux de

monocytes d’autant plus élevés que leurs taux de HDL-cholestérol sont bas 142143,

Plusieurs  raisons  expliquent cette  leucocytose  secondaire en  cas
d’hypercholestérolémie. Tout d’abord, au contact de taux élevés de cholestérol, la
composition de la membrane plasmique des cellules souches hématopoiétiques de la moelle
osseuse change ce qui impacte directement I’expression du récepteur commun a 1’IL-3, I’'TL-5
et au GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor). Les cellules souches
hématopoiétiques, sous I’influence de ces cytokines et facteurs de croissance proliferent et se
différencient alors en monocytes et polynucléaires neutrophiles qui peuvent gagner les lésions
athéromateuses %8, Il semble également que le cholestérol favorise des modifications
épigénétiques au niveau des promoteurs des genes de certains facteurs de régulation de
I’hématopoiese. Une étude retrouve ainsi une hypométhylation des iléts CpG (cytosine
phosphodiester bond guanine) des genes de Pu.l et IRF8 (Interferon regulatory factor 8),
deux régulateurs de la prolifération des monocytes et de leur différenciation en macrophages,
dans la moelle osseuse de souris nourries par un régime enrichi en cholestérol *4. Enfin,
I’accumulation de cholestérol au niveau de la rate contribue largement a stimuler la
myélopoiése. Les cellules dendritiques et les macrophages spléniques gorgés de cholestérol
sécretent des concentrations élevées d’IL-17, d’IL-23 et de G-CSF qui vont stimuler les
progéniteurs myeloides de la moelle. Une hématopoiese extra-médullaire se développe
également au niveau de la pulpe rouge de la rate. Les cellules souches hématopoiétiques
gagnent la rate ou elles sont stimulées par du GM-CSF et produisent des monocytes qui

rejoignent a leur tour la plaque d’athérome 4%,

Une accumulation intracellulaire excessive de cholestérol génére de nombreux stimuli
pro-inflammatoires déléteres pour les cellules. Controler I’homéostasie du cholestérol est
donc un enjeu clef pour la maitrise de la réponse inflammatoire au cours de 1’athérosclérose.
Le récepteur LXR (Liver X Receptor) est un récepteur nucléaire particulierement impliqué
dans la régulation des entrées et des sorties de cholestérol de la cellule, mais également dans
la lipogénése et I’inflammation. Ce récepteur semble donc tout particulierement disposé a

jouer un role central dans le processus athéromateux.

42



II. Le Liver X Receptor

A. LXR : un récepteur nucléaire

Les Liver X Receptors (LXRs) appartiennent a la superfamille des récepteurs nucléaires de
type deux et sont représentés par deux protéines chez les mammiféres : LXRa (NR1H3) et
LXRB (NR1H2) 14146 Ces deux isoformes correspondent a deux génes distincts et présentent
80% d’homologie dans leur structure en acides aminés, néanmoins leur distribution tissulaire
différe. Ainsi, LXRa est majoritairement exprimé dans le foie, 1’intestin, les macrophages, la
rate et le rein, alors que LXRp est ubiquitaire mais exprimé a des taux plus faibles 147148 ||
existe trois transcrits différents pour LXRa (LXRal, LXRa2 et LXRa3) issus des

phénomeénes d’épissage alternatif mais LXRal est la forme majoritaire 14°,

1) Structure

Le récepteur LXR est structuré en quatre parties. Le domaine d’activation de la
transcription indépendant du ligand (AF-1 : Activation function 1) est situé au niveau de la
partie N-terminale du récepteur. A sa suite, le domaine de liaison de I’ADN (DBD : DNA
Binding Domain) est constitué de deux motifs hautement conservés en doigts de zinc. Enfin,
au niveau de la partie C-terminale, cohabitent le domaine de liaison du ligand (LBD : ligand
binding domain) et un domaine d’activation de la transcription dépendant du ligand (AF-2:
Activation function 2) °. Grace a une région charniére flexible, LXR peut subir des
changements conformationnels qui facilitent la liaison a I’ADN et permettent une
hétérodimérisation avec le récepteur RXR (Récepteur X des Rétinoides). En effet, lors de
I’activation de LXR, c’est le complexe LXR-RXR qui va pouvoir moduler 1’expression

génique en se fixant sur I’ADN au niveau du promoteur des géne cibles 145152,
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Figure 5 : Structure du récepteur LXR

Coté N-terminal, un domaine de transactivation indépendant du ligand (AF-1) est suivi d’un domaine
de liaison de I’ADN (DBD) constitué de deux motifs en doigts de zinc hautement conservés. La région
charni¢re permet de faciliter les changements conformationnels lors de la liaison a ’ADN et de
I’hétérodimérisation avec RXR. Le dernier domaine cote C-terminal comporte a la fois un deuxieme
domaine de transactivation dépendant du ligand (AF-2) et le domaine de liaison du ligand (LBD).

LXR: liver X receptor; RXR: retinoic X receptor; DBD: DNA Binding Domain; LBD: Ligand Binding Domain;
AF-1: Activation function 1; AF-2: Activation function 2

Le site de liaison de LXR sur ’ADN est appelé LXRE (Liver X Receptor Response
Element) et se compose de deux séquences héxanucléotidiques directes conservées et séparées
par 4 nucléotides de type DR4. Les deux isoformes LXRa et LXR[ se lient sur les sites
LXRE avec la méme affinité. Par contre, certains sites de liaison dits « non-idéaux » peuvent
présenter quelques variations nucléotidiques qui induisent parfois des variations d’affinité
entre LXRa et LXRP 147152, [’hétérodimére LXR-RXR peut aussi bien étre activé par un
ligand de LXR ou par I’acide 9-cis-rétinoic, ligand de RXR: on parle d’hétérodimére

permissif. La liaison simultanée des deux ligands a par contre un effet synergique **.

2) Meécanismes d’action

Une fois constitué, ’hétérodimére LXR-RXR se fixe au niveau du site de liaison
LXRE sur le promoteur des génes cibles de LXR. Ainsi positionné et méme en I’absence de
ligand, LXR-RXR permet de maintenir les co-répresseurs NCoR (Nuclear receptor co-

repressor) ou SMRT (Silencing mediator of retinoid acid and thyroid hormone receptor), au
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niveau du promoteur du géne. La liaison du ligand provoque un changement conformationnel
du récepteur et la libération du co-répresseur. Si le départ du co-répresseur induit déja une
activation modérée de la transcription, c’est surtout le recrutement d’un co-activateur au
niveau du promoteur du géne qui permet une activation maximale de la transcription 415,
Parmi les co-activateurs qui peuvent interargir avec LXR, on note : PGC-1a (coactivateur-1a
du récepteur PPARy (persoxisome proliferator-activated-receptor-gamma)), SRC-1 (co-
activateur du récepteur aux stéroides-1) et ASC-2 (activating signal co-integrator-2). Dans
certains cas, la seule présence de LXR-RXR en I’absence de co-répresseur suffit a activer la
transcription qui est nettement amplifiée lors de la liaison du ligand et du recrutement du co-
activateur . Ce processus d’activation de la transcription des génes par LXR est appelé
phénomeéne de transactivation. Il s’oppose au mécanisme de transrépression qui inhibe

I’activité des génes cible de NF-«B et qui sera decrit plus loin.

1) 2) Co-répresseur 3)
NCoR ou SMRT
Co-répresseur GW3365 / Complexe
NCoR ou SMRT 10901317 co-activateur
oxystérols

LXR \) LXR

LXR
. -8 al ; ; ;[_)T—"—rir;iﬁ;!;'é’ )

AGGTCAtgxxTGGTCA AGGTCAtgxxTGGTCA AGGTCAtgxxTGGTCA

Transcription
modérée

Figure 6 : Modéle de transactivation du récepteur LXR

1) En I’absence de ligand, I’hétérodimére LXR-RXR est fixé au niveau du site LXRE des genes cibles
de LXR et maintient en place les complexes co-répresseurs NCoR ou SMRT au niveau de I’ADN.

2) La liaison du ligand entraine une libération de NcoR et SMRT et une activation modérée de la
transcription. Puis, le recrutement d’un complexe co-activateur permet une transcription maximale du
gene.

LXR: liver X receptor; RXR: retinoic X receptor; LXRE: LXR response element; NCoR: Nuclear receptor co-
repressor; SMRT: Silencing mediator of retinoid acid and thyroid hormone receptor; GW3965 et T0901317:
agonistes synthétiques de LXR
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B. Les ligands du récepteur LXR

1) Les oxystérols

Lors de leur découverte, les récepteurs LXRs étaient considérés comme des récepteurs
orphelins sans ligands clairement identifiés 146, Les oxystérols, dérivés oxydés du cholestérol,
ont depuis largement été décrits comme étant des ligands endogénes et physiologiques de ces
récepteurs 152153, Les ligands de LXR peuvent étre classés en quatre catégories :

- Les métabolites intermédiaires de la biosynthese du cholestérol comme le desmostérol
précurseur direct du cholestérol ou le 24(S),25-époxycholestérol issu d’une voie

métabolique paralléle 15815,

24(S),25-époxycholestérol desmostérol

Figure 7 : Métabolites intermédiaires de la biosynthése du cholestérol

- Les métabolites intermeédiaires de la stéroidogénése dont le 22(R)-hydroxycholestérol

est un représentant majeur.

OH

HO
22(R)-hydroxycholestérol

Figure 8 : Métabolite intermédiaire de la stéroidogénése

46



Certains acides biliaires (acides cholesténoique, hyodéoxycholique et hyocholique) et
leurs précurseurs (27-hydroxycholestérol) 160,

HO" ™
OH
Acide hyodéoxycholique 27-hydroxycholestérol
0
OH
HO HO" 1
OH
Acide cholesténoique Acide hyocholique

Figure 9 : Acides biliaires et certains de leurs précurseurs

De nombreux derives hydroxylés du cholestérol issus de I’action d’hydroxylases

appartenant majoritairement a la famille des cytochromes P450.

OH
5T i
) H D/C&E\/\k

24(S)-hydroxycholestérol 25-hydroxycholestérol

HO
H

4p-hydroxycholestérol

Figure 10 : Dérivés hydroxylés du cholestérol
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Paradoxalement, si le cholestérol n’est pas un ligand endogene de LXR, ce sont ses
variations intracellulaires qui conditionnent 1’activité du récepteur. Les oxystérols au sein des
lipoprotéines sont présents a des concentrations de 1I’ordre du micromolaire et sont formés a
des taux proportionnels au taux de cholestérol qui est 10° & 10° fois plus abondant. Les
oxysterols sont métabolisés beaucoup plus rapidement que le cholestérol et sont donc un reflet
direct et précis des variations de la balance du cholestérol 1, L affinité des oxystérols pour
LXRa ou LXRP ne varie pas sauf pour les dérivés époxycholestérol qui lient
préférentiellement LXRa 3, Le fait que les oxystérols possédent un groupement hydroxyl-
sur leur chaine latérale et une fonction B-hydroxyl- en position 3, conditionne 1’affinité
ligand-récepteur 1°3, Majoritairement d’origine endogéne, les oxystrérols proviennent d’une
hydroxylation enzymatique ou éventuellement d’une oxydation par des especes réactives de

’oxygéne. Une faible proportion des oxystérols est directement issue de 1’alimentation 62163

2) Les agonistes synthétiques

Les oxystérols ne sont pas les uniques ligands de LXR et de nombreuses molécules
synthétiques ont été décrites comme étant capables d’activer le récepteur LXR. Parmi elles,
deux agonistes synthétiques non steroidiens sont particulierement utilisées dans les études
expérimentales : le TO901317 et le GW3965. Si le T0901317 n’a aucune différence d’affinité
pour LXRa ou LXRp (E.C50= 20 nmol/L), cet agoniste n’est pas complétement sélectif de
LXR et peut également activer le récepteur PXR (Pregnane X Receptor) ou le récepteur FXR
(Farnésyl X Receptor) mais avec des affinités moindres que pour LXR (EC50 = 4-7 umol/L)
164165 A I’inverse, le GW3965 est un agoniste spécifique de LXR mais présente une affinité
plus élevée pour LXRP (E.C50= 30 nmol/L) que pour LXRa (E.C50= 190 nmol/L). La
différence est cependant trop faible pour permettre de distinguer les deux isoformes. Outre
leur forte affinité pour LXR, ces deux agonistes synthétiques sont métabolisés bien moins vite

que les oxystérols et sont donc largement utilisés.
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(d’aprés Wojcicka G. et al. 2007)

Figure 11 : Ligands synthétiques du récepteur LXR

3) Les agonistes naturels

De nombreux agonistes de LXR aux origines diverses ont été décrits au cours des
derniéres années. Parmi eux, certains phytostérols, notamment le stigmastérol, et certains
oxyphytostérols peuvent étre des ligands de LXR tout comme certains inhibiteurs de la pompe
a protons. De nombreuses molécules d’origine naturelle sont également capable d’activer
LXR. Certaines sont d’origine fongique, telle la paxilline, alcaloide issu du Penicillium
paxilli, ou bien d’origine végétale comme certains anthocyanoides (cyanidine) ou certains

dérivés terpénoiques (cinéole) ¥4 .

4) Les antagonistes

Les acides gras polyinsaturés et notamment les acides arachidonique,
docosahexaénoique, eicosapentaénoique ou linoléique sont des antagonistes compétitifs
naturels de LXR. Il ne semble pas y avoir de différence d’effet entre oméga-3 et oméga-6,
cependant, le degré d’insaturation conditionne la force de 1’antagonisme : les acides gras
monoinsaturés n’ont qu’un trés faible effet antagoniste et les acides gras saturés n’en ont
aucun %17 Autre antagoniste naturel, le géranylgéranylpyrrophosphate, issu de la voie du
mévalonate a 1’origine de la biosynthése du cholestérol, bloque I’intéraction de LXRa et
LXRp avec les complexes co-activateurs de I’ADN au niveau des promoteurs des genes cibles
168 Enfin, certains dérivés sulfonés et oxydés du cholestérol peuvent inhiber les effets de
LXR. Le 5a,6a-époxycholestérol-3-sulfonate a ainsi été décrit comme étant un antagoniste de
LXR dans des cellules d’hépatocarcinome humain et un agoniste partiel dans des
macrophages THP-1 1%, Les antagonistes synthétiques, quant & eux, sont essentiellement

représentes par le 22(S)-hydroxycholestérol, énantiomére du 22(R)-hydroxycholestéerol et par
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certains fibrates dont la forme estérifiée bloque préférentiellement LXR alors que la forme

libre vise PPARa (Peroxisome Proliferator-Activated-Receptor-alpha ) 17°.

E.C50 (nM)

Agoniste de LXR nature LXRa LXRp référence
22(R)-hydroxycholestérol S 325 Spencer TA et al. Journal of Medicinal
stéroidien .
Chemistry, 2001
24(S), 25époxycholestérol stéroidien 300 Wojcicka G.et al. Postepy Hig Med
Dosw, 2007
24(S)-hydroxycholestérol stéroidien 1500 Hiebl V et al. Biotechnology Advances,
2018
25-hydroxycholestérol stéroidien 1160 Spencer TA et al. Journal of Medicinal
Chemistry, 2001
27-hydroxycholestérol stéroidien 250 Spencer TA et al. Journal of Medicinal
Chemistry, 2001
desmostérol stéroidien 1000 Wojcicka G. et al. Postepy Hig Med
Dosw, 2007
Acide cholesténoique stéroidien 200 Wojcicka G. et al. Postepy Hig Med
Dosw, 2007
Acide hyodéoxycholique stéroidien 5500 Wojcicka G.et al. Postepy Hig Med
Dosw, 2007
Acide hyocholique stéroidien 17000 Wojcicka G. et al. Postepy Hig Med
Dosw, 2007
BMS-779788 synthétique 610 Kirchgessner TG. et al. J.Pharmacol
Exp Ther, 2015
T0901317 synthétique 20 Wojcicka G. et al. Postepy Hig Med
Dosw, 2007
GW3965 synthétique 190 30 Wojcicka G. et al. Postepy Hig Med
Dosw, 2007
LXR623 synthétique 24 179 Giannarelli C. et al. European Heart
Journal, 2012 ; Katz et al. 2009 (étude
clinique)
Antagoniste de LXR -C30 ("M) 3¢
ntagoniste de LXRa LXRp référence
Acide arachidonique naturel 7500 1500 Hiebl V et al. Biotech. Advances, 2018
GSK2033 synthétique 100 398 Cayman Chemical

Table 1: Concentrations efficaces médianes ou inhibitrices médianes des principaux

ligands de LXR
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III. Régulation du récepteur LXR

A. Le récepteur LXR sous le contrdle de récepteurs nucléaires

Si LXR régule la transcription de ses génes cibles, il peut & son tour étre régulé par un
récepteur nucléaire. Le promoteur du géne de LXRa, aussi bien humain que murin, contient
un site de liaison PPRE (peroxisome proliferator-activated-receptor-alpha response element)
pour les récepteurs PPARa et le PPARYy, dont la stimulation augmente 1’expression de LXRa.
11 Ceci est illustré par les résultats d’une étude ol des monocytes circulants de patients
traités pendant 4 mois par du fénobibrate, un agoniste PPARa, ont présenté une surexpression
de LXRa 2. Les acides gras polyinsaturés étant a la fois des antagonistes de LXR et des
agonistes PPAR, ils peuvent induire une surexpression paradoxale de LXRa. Mais le
traitement des cellules ou des animaux doit étre prolongé pour que les acides gras activent
dans un premier temps PPARa et que celui-Ci stimule secondairement le promoteur du géne
de LXRa ™,

Le récepteur LXR posséde également la capacité de s’autoréguler puisque trois sites
de liaison LXRE ont été identifiés au niveau de son promoteur. Aussi bien LXRa que LXR}]
peuvent activer LXRE. Cependant, cette autorégulation n’a été décrite que chez ’Homme au
niveau des macrophages, des adipocytes et des hépatocytes, et elle ne concerne que LXRa. Ce
mécanisme est particuliérement actif au sein des macrophages spumeux ou 1’expression de

LXRo est amplifiée par la stimulation continue des oxystérols 173,

B. Compétition vis-a-vis du réecepteur LXR

C’est I’hétérodimere LXR-RXR qui se fixe au niveau du promoteur des genes cibles.
Mais la liaison entre RXR et LXR n’est pas spécifique et plusieurs récepteurs nucléaires
peuvent ainsi entrer en compétition vis-a-vis d’un méme pool disponible de RXR. Par
exemple, une stimulation importante du récepteur de la vitamine D par son ligand, le 1,25-
dihydroxy-cholécalciférol, peut empécher I’activité transcriptionnelle de LXR 1’4, A I’inverse,
les autres récepteurs nucléaires peuvent prendre la place de RXR et former des hétérodimeéres
inactifs avec LXR. Lorsqu’il s’agit de FXR, on parle de quenching de LXR. Les
hétérodimeres LXRa-PPARY sont inactifs aussi bien vis-a-vis de PPRE que de LXRE. Quand
il existe un site d’overlapping de LXRE et PPRE, comme pour le gene de la 7-a-hydroxylase

murine, le complexe bloque autant I’accés du géne a PPARa qu’a LXRa 7.
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C. Régulation hormonale

L’insuline stimule la lipogénese. Or, il a été décrit que I’insuline augmente
I’expression de LXRa aussi bien in vitro que in vivo. Ceci peut laisser supposer que c’est en
partie grace au contr6le des enzymes de la synthése de novo des acides gras par LXR que

I’insuline régule le métabolisme lipidique’®.

Enfin, quelques études rapportent que certains cestrogénes peuvent inhiber 1’action de

LXR au sein de macrophages THP-1 ainsi que dans le foie et le tissu adipeux de souris 7,

IV. ROole du récepteur LXR

A. Controle de I’homeéostasie du cholestérol

Les oxystérols sont les principaux ligands physiologiques de LXR et le reflet direct du
taux de cholestérol intracellulaire. En réponse a une surcharge en cholestérol, LXR peut
favoriser 1’efflux de cholestérol des cellules et limiter son internalisation intracellulaire. LXR
peut également favoriser I’élimination du cholestérol par voie biliaire ou réguler son

absorption intestinale. Ainsi, LXR est souvent qualifié de « senseur du cholestérol ».

1) Role du récepteur LXR dans le transport inverse du cholestérol

a) Efflux cellulaire de cholestérol

Le retour au foie du cholestérol issu des tissus périphériques et son élimination
partielle dans la bile caractéerisent le transport inverse du cholestérol. Pour quitter la cellule, le
cholestérol est exporté de la membrane plasmique jusqu’a des accepteurs extracellulaires : les
particules HDL, les apoprotéines APOAI et APOE (apoprotéine E) libres. L’efflux
membranaire du cholestérol est sous la dépendance des deux protéines de transport ABCAL et
ABCG1 817 De nombreuses études in vitro et in vivo démontrent que ces deux
transporteurs sont des cibles de LXR avec un site de liaison LXRE sur le promoteur de leurs
génes, et qu’une activation de LXR est associée a une augmentation de 1I’efflux du cholestérol
intracellulaire 8%, Ces deux récepteurs sont trés présents au niveau des macrophages pour
éviter la formation de cellules spumeuses mais sont également retrouvés sur beaucoup
d’autres types cellulaires : adipocytes, hépatocytes, entérocytes...!’® Il existe cependant

quelques différences entre les deux récepteurs. Si ABCAL est situé au niveau membranaire
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sous forme de monomeére, la localisation d’ABCG1 est plus incertaine et son
homodimérisation est nécessaire a son activité 8. De plus, ABCA1 et ABCG1 exportent tous
deux le cholestérol vers des lipoproteines HDL-natives, mais seul ABCAIl 1’exporte
également vers des APOAI ou APOE libres ou faiblement lipidées ce qui le rend essentiel
pour la formation du HDL-cholestérol au niveau hépatique et intestinal 81182, Enfin, il semble
qu’ABCAL soit responsable de I’efflux de cholestérol issu des particules LDL-oxydées
internalisées via les récepteurs scavengers, alors que ABCG1 exporterait préferentiellement le

cholestérol des particules LDL captées par les récepteurs LDL-R 83,

Si ABCAL a été un des premiers génes cibles de LXR décrits, LXR régule I’expression
génique de plusieurs protéines impliquées dans I’efflux de cholestérol et ce a différents
niveaux cellulaires. Pour gagner la membrane plasmique, le cholestérol intracellulaire est
mobilisé depuis I’endosome tardif via deux protéines, les protéines Niemann-Pick C1 (NPC1)
et Niemann-Pick C2 (NPC2). S’il est admis que LXR régule 1’expression de NPC1 et NPC2,
le mécanisme est toutefois encore mal connu puisque les genes NPC1 et NPC2 sont
dépourvus de LXRE 84 L>APOE est un accepteur extracellulaire de cholestérol dont le géne
posséde également un site de liaison LXRE capable de lier I’hétérodimere LXR-RXR 18,
C’est eégalement le cas des apoprotéines APOC1, APOC2 et APOC4 issues du méme cluster
de geénes 6. Une fois formées, les lipoprotéines peuvent subir des modifications dans leur
structure sous I’action de la protéine de transfert des phospholipides (PLTP), de la protéine de
transfert des esters du cholestérol (CETP) ou de la lipoprotéine lipase (LPL). Ces différentes
enzymes de remodelage des lipoprotéines sont également toutes régulées par LXR 18718,

b) Réle du récepteur LXR dans la synthése des acides biliaires

Une grande partie du cholestérol ramené au foie est métabolisé sous forme de sels
biliaires sous 1’action de la 7-a-hydroxylase, enzyme limitante de la biosynthese des acides
biliaires. Puisqu’un des roles majeurs de LXR est de réguler les taux de cholestérol, il
semblerait logique que son activation augmente la synthese des acides biliaires pour favoriser
I’élimination de cholestérol. Si effectivement le géne Cyp7al est une cible de LXR chez la
souris, LXRE est absent du promoteur du géne CYP7A1l chez I’'Homme. Cette différence
pourrait expliquer le fait que les humains développent plus facilement une
hypercholestérolémie en cas de régime riche en cholestérol que les souris. D’un autre coté, les
acides biliaires sont essentiels pour la digestion et I’absorption des graisses par 1’organisme.

De plus, a forte dose, ils peuvent étre toxiques ce qui rend la régulation de leur biosynthése

53



nécessaire. Aussi, existe-t-il un rétrocontrdle négatif des acides biliaires sur leur propre
synthése. Via I’activation de FXR, les sels biliaires induisent la synthese de la protéine SHP
(Small Heterodimer Partner) qui en bloguant un co-activateur de I’ADN, inhibe 1’expression
du géne CYP7ALl. Or, il a été décrit dans des hépatocytes humains que LXRa est capable
d’activer le promoteur de SHP en cas de surcharge cellulaire en cholestérol ce qui permet de
freiner la biosynthése des acides biliaires. Ce mécanisme est cependant vite dépassé lors d’un
enrichissement du régime alimentaire en cholestérol, et occupe une part minime dans le
contréle de la balance du cholestérol . Enfin, les acides hyodéoxycholique et hyocholique
peuvent activer LXRa ce qui inhibe 1’a-hydroxylation des acides chénodéoxycholique et
litocholique, au profit de leur glucuronidation ce qui augmente la solubilité urinaire et

favorise leur élimination 1,

2) ROle du récepteur LXR dans I’absorption intestinale et I’élimination biliaire
du cholestérol

Si I’activation de LXR favorise 1’efflux de cholestérol des cellules et son excrétion via
la bile, elle tend aussi a diminuer son absorption intestinale. Au niveau de la membrane
apicale des entérocytes, ABCG5 et ABCGS8, autres membres de la famille des ATP-binding
cassette transporters, forment un hétérodimere responsable de 1’excrétion du cholestérol non
estérifié par 1’ acylCoA-cholestérol acyltransférase (ACAT) entérocytaire. La régulation du
complexe ABCG5/G8 par LXR a d’abord été démontrée grace a des modéles murins ou un
régime enrichi en cholestérol ou bien avec des agonistes synthétiques de LXR, entrainait une
augmentation des ARNm de ABCG5/G8 au niveau intestinal et hépatique. Plusieurs LXRE au
niveau du promoteur du géne ABCG5/G8 ont par la suite été découverts chez I’'Homme 192193,
Le transporteur ABCG5/G8 est également exprimé au niveau des hépatocytes canaliculaires

ou il favorise I’efflux de cholestérol dans la bile 19,

Situé au niveau de la membrane apicale des entérocytes, le récepteur NPC1L1 est
responsable de I’absorption du cholestérol a partir de la lumiére intestinale. Une étude révele
que le fait de traiter des lignées d’entérocytes humains Caco-2/TC7 par des agonistes LXR
entraine une diminution des taux d’ARNm de NPC1L1. Ceci suggére fortement que NPC1L1
est sous le contrdle transcriptionnel de LXR.1. Une corrélation négative entre les taux
d’ARNm de LXR au sein de monocytes circulants de patients atteints de cirrhose non

alcoolique et le taux d’expression duodénale de NPCIL1 a par ailleurs été décrite *%. Mais

54



aucun LXRE n’a pour le moment été décrit au niveau du promoteur du géne NPC1L1 et les

mécanismes par lesquels LXR régule ce transporteur restent & élucider.

3) Role du récepteur LXR dans la captation cellulaire de cholestérol

La capacité des cellules a internaliser le cholestérol des lipoprotéines circulantes via les
récepteurs LDL-R conditionne tres fortement le taux de cholestérol intracellulaire. Lorsque
les concentrations intracellulaires en cholestérol sont trop faibles, le facteur de transcription
SREBP-2 est clivé au sein de 1’appareil de Golgi et migre au niveau nucléaire pour favoriser
la transcription du géne LDLR 7. A I’inverse, les récepteurs LDL-R peuvent étre dégradés
par ubiquitinylation par la protéine IDOL (Inducible degrader of the LDL-R) qui possede une
fonction E3-ubiquitine ligase. Or, aussi bien chez I’Homme que chez la souris, IDOL est une
cible de LXR régulée via un site LXRE au niveau du promoteur du géne %, Le récepteur
LXR régule donc aussi bien les entrées et les sorties de cholestérol de la cellule et maintient

ainsi en équilibre la balance du cholestérol.
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Figure 12 : Modulation du transport inverse du cholestérol par le récepteur LXR

Au niveau cellulaire, LXR induit I’expression de IDOL pour moduler les entrées de LDL-cholestérol
via LDL-R et diminue I’expression entérocytaire du récepteur NPC1L1 pour diminuer I’absorption
intestinale de cholestérol. LXR favorise ¢galement le transport du cholestérol depuis I’endosome tardif
jusqu’a la membrane par NPC1 et NPC2 et son export des cellules par le transporteur ABCA1L. Le
cholestérol est pris en charge par APOAL ce qui forme des particules HDL. Le HDL-cholestérol est
capté par le foie au niveau des récepteurs SRB1. Au niveau entérocytaire ou hépatique, LXR induit
I’expression de ABCG5/G8 pour favoriser 1’élimination du cholestérol et le cycle entéro-hépatique.
Chez la souris, LXR favorise I’expression de I’enzyme de synthése des acides biliaires. Le foie recycle
en partie le cholestérol en synthétisant des particules VLDL. Gréce a la CETP, les particules VLDL
cedent des triglycérides aux particules HDL en échange d’esters de cholestérol.

LXR : liver X receptor ; RXR : retinoic X receptor ; IDOL : inducible degrader of low-density lipoprotein
receptor ; LDL-R : récepteur des LDL ; LDL: low density lipoprotein ; NPC-1 et NPC-2 : Niemann-Pick C1 et
Niemann-Pick C2; ABCAL: ATP-Binding cassette Al; HDL: high density lipoprotein; SRB1: récepteur
scavenger B1; APOAL : apoprotéine Al ; VLDL : very-low density lipoprotein ; TG : triglycérides ; CETP :
protéine de transfert des esters du cholestérol ; NPC1L1: Niemann-Pick Cl-like 1; ABCG5: ATP-Binding
cassette G5; ABCG8: ATP-Binding cassette G8; ACAT: acyl-CoA cholestérol acyl-transférase; CYP7AL :
cholestérol-7-a-hydroxylase
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B. Régulation de la lipogénese

La stimulation de LXR par les oxystérols permet de réguler les taux de cholestérol, mais
permet également de contréler la lipogenése hépatique °.

1) Régulation des enzymes de la lipogénese par LXR

Le facteur de transcription SREBP1c (sterol regulatory element binding protein 1c) régule
différentes enzymes impliquées dans la synthése de novo des acides gras comme SCD-1
(stéaoryl-CoA désaturase 1) , FASN (fatty acid synthase) et ACC (acétyl-CoA Carboxylase).
Le promoteur du gene de chacune de ces enzymes contient un site de liaison spécifique de
SREBP1c qui permet d’activer leur transcription 2°. Avant de gagner le noyau, SREBPIc,
localisé dans le réticulum endoplasmique, doit d’abord étre clivé et activé au niveau de
I’appareil de Golgi. LXR contréle 1’expression des enzymes SCD-1, FASN et ACC a la fois
indirectement via le contréle de 1’expression du géne de SREBPIc, et directement grace a la
présence d’un site de liaison LXRE au niveau du promoteur de leurs génes 201202, | g
régulation positive de la synthése de novo des acides gras par LXR favorise la formation
d’esters du cholestérol et permet ainsi de réguler en partie les taux de cholestérol libre toxique
pour la cellule. En créant une double liaison au niveau de la position n-9 des acides gras
saturés, SCD-1 génere ainsi des acides gras monoinsaturés, substrat préférentiel de I’ACAT

pour I’estérification du cholestérol.

2) Le récepteur LXR : un lien entre lipogénése et métabolisme glucidique

Indépendamment de SREBP1c, la lipogénése hépatique peut aussi étre régulée en fonction
des apports glucidiques. Le facteur de transcription ChREBP (carbohydrate response element
binding protein) favorise la conversion d’un excés de glucose en lipides. Ce facteur de
trancription est une cible directe de LXR et les agonistes LXR stimulent 1’expression de

ChREBP aussi bien in vivo chez des souris que in vitro sur des hépatocytes murins 2%,

Une ¢lévation de I’insulinémie s’accompagne d’une stimulation de la lipogénese
hépatique notamment grace a une activation de SREBP1c. Parallelement, une élévation des
ARNm de LXRa, dose et temps-dépendante aprés stimulation de cultures d’hépatocytes
primaires par de I’insuline a été décrite. Dans cette étude, il est démontré que I’induction
insulinique de 1’expression de SREBP1c est fortement impactée chez des souris qui
n’expriment plus ni LXRa ni LXRB 178, 1l semble donc qu’il y ait une collaboration étroite

entre LXR et insuline pour contrbler la lipogénese. Paradoxalement, certains travaux
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démontrent que si I’insuline ou LXR peuvent induire la transcription et 1’expression du
précurseur inactif de SREBPIc, seule I’insuline est vraiment capable de déclencher son
clivage et son activation. L hypothese avancée est celle d’une sécurité qui empécherait LXR
de massivement activer la lipogenese en situation d’hypoglycémie, ce qui serait délétere pour
I’organisme. Ceci expliquerait alors en partie le fait que LXR favorise I’expression d’une

protéine inhibitrice du clivage de SREBP1c, la protéine Insig 2 (insuline induced gene) 2%,

3) Stimulation du récepteur LXR et risque de stéatose hépatique

A I’inverse des oxystérols, les agonistes synthétiques non stéroidiens de LXR ne sont pas
capables d’inhiber le clivage de SREBP1c et sont donc responsables d’une stimulation supra
physiologique de la synthése hépatique des acides gras qui a terme peut provoquer une
stéatose hépatique. Cette stéatose risque d’étre majorée par le fait que pour favoriser 1’export
de cholestérol au niveau hépatique, LXR induit une augmentation de la synthése des
particules VLDL, des triglycérides et de la PLTP. Des souris traitées par du T0901317,
développent ainsi une stéatose hépatique ainsi qu’une importante sécrétion hépatique de
VLDL associée a une hypertriglycéridémie temporaire 2%, Etant donné que la CETP est une
cible de LXR, [lutilisation thérapeutique des agonistes LXR pourrait entrainer une
augmentation du taux de LDL-cholestérol en plus de la stéatose hépatique 2°®. Ces désordres
lipidiques constituent le principal frein au développement et a la mise sur le marché

d’agonistes LXR comme traitement des MCV.

C. Role de LXR dans la régulation de I’inflammation

Si LXR a d’abord été étudié pour son role clef dans le contrdle de I’homéostasie du
cholestérol et dans la régulation de la lipogénese, son implication potentielle dans la réponse
inflammatoire a progressivement fait 1’objet de plusieurs études. Effet anti-inflammatoire ou a
I’inverse pro-inflammatoire ? Il semble que non seulement les effets de LXR sur la réponse
inflammatoire impliquent des mécanismes cellulaires trés différents, mais qu’ils varient

¢galement fortement d’une espéce a I’autre, notamment entre Homme et souris.

1) Effets anti-inflammatoires du récepteur LXR

Plusieurs études, réalisées sur des modeles murins, ont décrit des effets anti-
inflammatoires de LXR. Si les deux mécanismes proposés sont tres différents, dans les deux

cas LXR, n’agit pas directement au niveau des génes de ’inflammation. Le premier, la
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transrépression, implique le recrutement du co-répresseur de la voie NF-kB NCoR, alors que
le second décrit une perturbation de la voie des TLRs due a une modification de la

composition lipidique des membranes cellulaires.
a) Latransrépression

Le phénomene de transrépression implique LXR uniguement sous forme
monomérique. Dans ce modeéle, la liaison spécifique du ligand entraine une modification de la
conformation du récepteur qui rend les résidus lysine accessibles a 1’histone déacétylase 4
(HDACA4). Cette enzyme a une activité E3 ligase et permet de conjuguer les protéines SUMO-
2 et SUMO-3 (small ubiquitin-like modifier 2/3) sur LXR. Le récepteur LXR modifié et son
ligand se fixent au niveau du co-répresseur NCoR grace au co-régulateur GPS2 (G protein
pathway suppressor 2) et le maintiennent alors au niveau du promoteur pour empécher le
recrutement de NF-kB et des autres complexes co-activateurs de la transcription 32133, || est
important de noter que la transrépression est bien ligand-spécifique, mais elle concerne des
génes dépourvus de LXRE, et LXR sous forme sumoylée ne se lie pas directement sur I’ADN.
Le modele de transrépression impliquant LXR n’a cependant, a notre connaissance, pas

encore été démontré chez I’ Homme.

an SUMO-2/3 "xa\ SUMO-2/3 NCoR ou SMRT
J *® ,—’ e
HDACH (E3 ligase) ‘e D

Figure 13 : Phénomeéne de transrépression par le récepteur LXR

GW3965
T0901317 5—“'
\ Co-répresseur

La liaison du ligand provoque un changement conformationnel de LXR qui permet a 1’enzyme
HDAC4 a activité E3 ligase de conjuguer les protéines SUMO-2 et SUMO-3 sur LXR. Cet ensemble
se fixe au niveau du co-répresseur NCoR ou SMRT pour les maintenir au niveau du promoteur et
bloquer NF-«B et la transcription des génes de I’inflammation.

LXR: liver X receptor; HDAC4: Histone Déacétylase 4; SUMO-2/3: small ubiquitin-like modifier 2/3 ; NCoR :
Nuclear receptor co-repressor ; SMRT : Silencing mediator of retinoid acid and thyroid hormone receptor ; NF-
kB: nuclear factor kappa B; GW3965 et T0901317: agonistes synthétiques de LXR
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b) Perturbations de la voie de signalisation des TLRs

Pour étre active, la voie des TLRs nécessite le recrutement de tout un ensemble
d’adaptateurs et de kinases qui s’activent en cascade. Les adaptateurs MyD88 et TRAF-6
(TNF receptor associated factor 6) permettent d’activer soit la voie des MAP-Kinases soit la
voie de NF-kB pour favoriser la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et d’espéces
réactives de I’oxygene. Le recrutement au niveau de la membrane plasmique de MyD88 et de
TRAF-6 est donc déterminant dans I’activation de la voie des TLRs 2°. Une étude rapporte
que le traitement de macrophages murins par un agoniste LXR perturbe fortement 1’activation
de la voie des TLRs. Les auteurs décrivent une importante augmentation des taux d’ARNm
d’Abcal, cible directe de LXR, associée a une diminution des taux d’ARNm d’ll11b lors d’une
stimulation par du LPS aprés un prétraitement par du GW3965. L’hypothese avancée est celle
d’une activation massive de I’efflux de cholestérol membranaire par ABCA1 qui modifie
profondément la composition lipidique et la fluidité de la membrane plasmique ce qui
empéche la constitution des complexes membranaires TLRs. Ces modifications se traduisent
par un appauvrissement des rafts lipidiqgues membranaires des macrophages en MyD88 et
TRAF-6. Ces anomalies sont associées a une diminution de la translocation nucléaire de p65,
la sous-unité de NF-kB. Tous ces effets du GW3965 décrits dans les macrophages sont par
ailleurs abolis dans des cellules Abcal”2%’. Ainsi, cette étude réalisée chez la souris relie
réponse anti-inflammatoire et réle de LXR dans le contrdle de 1’homéostasie lipidique

puisque c¢’est I’efflux de cholestérol qui blogue la voie de signalisation des TLRs.

60



raft lipidique

Cytokines INK
proinflammatoires (—l Py
AU s

HDL-naissante

ABCA1l

Complexe I

co-activateur

ligand

RXR % LXR I—) 3)  Effet
ABCAL AR ®;§;; AR anti-inflammatoire

1)

Figure 14 : Perturbations de la voie de signalisation des TLRs par le récepteur LXR

chez la souris

A) Le cholestérol contenu dans les rafts lipidiques permet une rigidité suffisante des membranes pour
recruter TLR4 lors d’une stimulation par du LPS et activer la voie NF-kB et la voie des MAP-Kinases.
B) Le traitement par un agoniste LXR induit ’expression de la protéine d’export du cholestérol
ABCAL1 et l’efflux de cholestérol membranaire sur les particules HDL. Les rafts lipidiques ainsi
modifiés ne permettent ni la formation du complexe TLR4 ni le recrutement des adaptateurs MyD88 et
TRAF-6 au niveau membranaire lors d’une stimulation par du LPS.

LXR : liver X receptor ; RXR : retinoic X receptor ; TLR4 : Toll-like receptor 4; LPS : lipopolysaccharide ;
MyD88: Myeloid differentiation primary response ; TRAF-6: TNF receptor associated factor 6 ; IRAK:
interleukin-1 receptor-associated kinase ; NF-«xB: nuclear factor kappa B; MAPK: Mitogen-Activated Protein
kinase; p38: p38 mitogen-activated protein kinase JNK: Jun-N-terminal kinase; AP-1: protéine activatrice-1;
APOAL: apoprotéine Al; HDL: high-density lipoprotein; ABCALl: ATP-Binding cassette Al; GW3965 et
T0901317: agonisets synthétiques de LXR
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2) Effets pro-inflammatoires du récepteur LXR

Le récepteur TLR4 lie le LPS issu de la paroi des bactéries Gram négatives. Une
cascade d’activation et de signalisation cellulaire se met alors en place pour favoriser la
sécretion de cytokines pro-inflammatoires et d’espéces réactives de 1’oxygéne. Le récepteur
TLR4 des macrophages est particuliérement impliqué dans 1’activation et la mise en route de
I’immunité innée. Une équipe a donc cherché a investiguer le role potentiel de LXR dans la
voie de signalisation du LPS via TLR4 dans les macrophages humains. Les résultats
démontrent que I’activation de LXR par des agonistes synthétiques (GW3965 et T0901317),
mais aussi par des oxystérols, induit une augmentation significative des taux d’ARNm de
TLR4 et des concentrations protéiques de TLR4 dans des macrophages primaires humains. En
revanche, le méme traitement reste sans effet sur des macrophages murins ce qui s’explique
par la mise en évidence d’un site de liaison LXRE uniquement sur le promoteur du gene TLR4
humain. Ceci corrobore les données d’une étude qui a décrit que dans des macrophages
murins, ’activation de LXR inhibe la réponse au LPS médiée par TLR4 et bloque la voie NF-
kB 208209 A I’inverse, dans ce modeéle humain, I’induction de TLR4 par LXR potentialise la
réponse des macrophages au LPS via une augmentation significative de la phosphorylation
des acteurs de la voie des MAP-Kinases Erk, Jnk et p38, associée a une sécrétion accrue de
TNFa et de MCP-1 et a une augmentation de la production d’espéces réactives de I’oxygene.
Cette étude met donc en évidence le réle clef que joue LXR dans la réponse inflammatoire en
favorisant a la fois le recrutement et I’activation de macrophages, mais également la
production d’espéces réactives de 1’oxygéne bactéricides 2'°. Notre équipe a également pu
décrire le réle pro-inflammatoire de LXR dans des macrophages primaires humains dont la
sécrétion d’IL-1P, d’IL-6 et de TNFa ainsi que I’expression de TLR4 aprés une stimulation
par du LPS est significativement accrue apres un prétraitement par du T0901317 pendant 48
heures. Le prétraitement par des agonistes LXR reste par contre sans effet sur les
macrophages murins. L’effet pro-inflammatoire du traitement des macrophages humains par
le TO901317 résulte également de I’induction de LPCAT3 (lysophosphatidylcholine-acyl-
transférase-3), enzyme permettant 1’accumulation d’acide arachidonique dans les

phospholipides membranaires, et de la sécrétion secondaire de PGE2 et de TXA2 7.

Les cellules dendritiques sont des cellules exprimant massivement les TLRs puisque
leur fonction immunitaire est d’activer les lymphocytes CD4+ au niveau des nodules
lymphatiques aprés la reconnaissance de I’antigéne 21, Puisque TLR4 a été décrit comme

étant une cible de LXR dans les macrophages humains, une équipe a cherché a étudier
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I’expression de LXR dans les cellules dendritiques et son réle potentiel dans la réponse
inflammatoire. Ces travaux ont mis en évidence que les cellules dendritiques humaines sont
capables d’exprimer LXR et les geénes cibles de LXR lorsqu’elles sont différenciées en
présence de GW3965. Les cellules sécretent des taux plus élevés de TNFa, d’IL-6, d’IL-8 et
d’IL-12 apres stimulation par du LPS si elles ont été prétraitées par un agoniste LXR.
L’activation de la voie NF-kB est fortement impliquée dans ce phénomene puisqu’il est décrit
que la phosphorylation de la sous-unité p65 suite a une stimulation cellulaire par du LPS est
prolongée chez les cellules prétraitées par du GW3965 par rapport a des cellules non traitées
212 Ces données renforcent donc le role de LXR dans la réponse inflammatoire des cellules de

I’immunité innée, macrophages ou cellules dendritiques.
”m.jn.
," macrophage ; *
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Figure 15 : Potentialisation de la réponse au LPS du récepteur TLR4 par le récepteur
LXR chez PHomme

La stimulation de macrophages humains par des agonistes LXR provoque la liaison de 1’hétérodimére
LXR-RXR sur le site de liaison LXRE présent sur le promoteur du géne TLR4. L’activation de la
transcription de TLR4 induit une augmentation de I’expression du récepteur au niveau membranaire.
Les macrophages deviennent alors particulierement réceptifs a une stimulation par du LPS ce qui se
traduit par une augmentation significative du taux de phosphorylation des acteurs de la voie des MAP-
Kinases (Jnk et p38) et de la production de TNFa, MCP-1 et des especes réactives de 1’oxygéne.

LXR : liver X receptor ; RXR : retinoic X receptor ; TLR4 : Toll-like receptor 4 ;LXRE : LXRE: Liver X Receptor
Response Element ; LPS : lipopolysaccharide ; MyD88: Myeloid differentiation primary response ; TRAF-6:
TNF receptor associated factor 6 ; IRAK: interleukin-1 receptor-associated kinase ; NF-«B: nuclear factor
kappa B; MAPK: Mitogen-Activated Protein kinase; p38: p38 mitogen-activated protein kinase; JNK: Jun-N-
terminal kinase; AP-1: protéine activatrice-1 ; MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1; TNFa: tumor
necrosis factor-o
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L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique qui évolue a bas bruit
pendant des mois voire des décennies. Afin de tenter de mieux caractériser les processus
inflammatoires qui conditionnent le passage a la vulnérabilité des plaques, nos travaux

reposent sur deux approches différentes.

Notre premier axe de recherche se focalise sur le métabolisme des acides gras
polyinsaturés au sein des plaques d’athérome et leur role dans la biosyntheése de médiateurs
lipidiques pro-inflammatoires, essentiellement dérivés de 1’acide arachidonique comme la
PGE2 ou le LTBa. Puisque les maladies cardiovasculaires sont la premiére complication
associée au diabete, 1’objectif de notre premiere étude est de réaliser une cartographie
lipidique au sein de plaques d’athérome carotidiennes de patients diabétiques en regard de
patients non-diabétiques afin d’identifier d’éventuelles espéces lipidiques différentiellement
exprimees entre les deux populations et qui constitueraient alors de potentiels marqueurs

d’instabilité des plaques.

Notre deuxiéme axe d’étude porte sur le role de LXR dans I’inflammation au niveau
des macrophages, acteurs majeurs des foyers inflammatoires que constituent les lésions
athérosclérotiques. En effet, comme présenté précédemment, les différents travaux portant sur
le réle de LXR dans la réponse inflammatoire permettent de différencier trois mécanismes
distincts. Deux mécanismes aux effets anti-inflammatoires chez la souris : i) la sumoylation et
la répression active des geénes de I’inflammation et ii) la déplétion des membranes en
cholestérol et la répression de la voie des TLRs ; et un mecanisme qui au contraire
potentialise la réponse pro-inflammatoire chez I’Homme : iii) la régulation transcriptionnelle
de TLR4. Cette différence majeure sur la régulation du profil inflammatoire par LXR
observée entre Homme et souris repose jusqu’alors en grande partie sur la régulation du géne
TLR4 par LXR, uniquement présente chez ’Homme. Néanmoins, afin de mieux caractériser
les mécanismes pro-inflammatoires de LXR ou d’en identifier de nouveaux, cette étude vise a
éclaircir le role de LXR sur la réponse inflammatoire des macrophages humains et d’évaluer

son impact sur I’expression d’IL-1p dans le contexte de 1’athérosclérose.

64



ARTICLES

65



PREMIER ARTICLE

I. Introduction
Les sujets diabétiques ont quatre fois plus de risque de développer une maladie
coronarienne et deux fois plus de risque d’avoir un AVC 23, Si les multiples facteurs de
risque qui associent diabete et complications cardiovasculaires tels que les dyslipidémies,
I’hypertension, 1’obésité, 1’hyperglycémie et I’inflammation sont bien identifiés, les
mécanismes moléculaires qui relient diabete et athérosclérose ne sont pas encore totalement

élucidés 214,

Le diabéte est associé a un état inflammatoire chronique. Cette inflammation est initiée
et entretenue au moins pour partie par les monocytes et les macrophages qui présentent un
phénotype et des fonctions biologiques modifiés au cours du diabete. Ainsi, des monocytes
issus de sujets diabétiques de type 1 et 2 ou de modéles murins de diabéte, présentent un
phénotype pro-inflammatoire et sécrétent des taux élevés d’IL1-B, d’IL-6 et de TNFa 25, Les
monocytes sécréetent également de forts taux de PGE:, eicosanoide aux propriétés pro-
inflammatoires. Son précurseur direct, la PGH2, est issu du métabolisme de I’acide
arachidonique par COX2, enzyme dont une augmentation de 1’activité et de I’expression a été
décrite dans des monocytes de sujets diabétiques 6. De plus, I’hyperglycémie favorise la
stimulation de récepteurs RAGE (receptor for advanced glycation end products) par des
produits de glycation ce qui induit ’expression de COX2 via le recrutement du facteur de
transcription NF-kB 217218 e métabolisme de 1’acide arachidonique semble donc directement

lié a I’inflammation dans le contexte du diabéte.

L’implication des étapes précoces du métabolisme de I’acide arachidonique
(biosynthése, activation, incorporation dans les phospholipides) dans des processus
pathologiques commence également a étre reconnue. L’acylCoA-synthétase 1 (ACSL1)
permet 1’activation de 1’acide arachidonique pour son incorporation dans les phospholipides
membranaires. Il s’avére que cette enzyme est induite dans les monocytes de sujets
diabétiques de type 1 et dans des modeles de souris diabétiques. Cette induction est associée a
de forts taux d’arachidonoyl-CoA dans les cellules et a une sécrétion accrue de PGE2. Ces
modifications phénotypiques pro-inflammatoires, ainsi que I’augmentation des Iésions

athérosclérotiques associées, disparaissent chez les souris présentant une inactivation d’Acsll
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au niveau des cellules myéloides 2%

. Ces données suggérent une perturbation de la
distribution de I’acide arachidonique dans les phospholipides des monocytes- macrophages au
cours du diabéte. Si différentes études ont montré des altérations du profil des acides gras et
des phospholipides au niveau des lipoprotéines et des cellules circulantes des patients
diabétiques, le contenu et la distribution en acide arachidonique au niveau des plaques
d’athérome des sujets diabétiques sont beaucoup moins bien connus 22%22!, Ces plaques sont
réputées pour avoir des corps nécrotiques plus volumineux et étre plus inflammatoires et donc

plus vulnérables et sujettes a la rupture que les plaques de sujets non-diabétiques 22222,

L’ensemble de ces données laissent donc penser que des altérations qualitatives et
quantitatives de la composition lipidique des plaques d’athérome peuvent étre retrouvees chez
les patients diabétiques. Afin de tenter de voir si la vulnérabilité des plaques d’athérome des
sujets diabétiques peut s’expliquer par le contenu et la distribution de I’acide arachidonique
dans la plaque, I’objectif principal de ce travail est de cartographier les espéces lipidiques
riches en acides gras polyinsaturés au niveau de plaques d’athérome provenant
d’endartériectomies carotidiennes issues de sujets diabétiques et de sujets non-diabétiques.
Nous essayerons alors d’identifier des espéces lipidiques différentiellement exprimées entre
les deux groupes. Les objectifs secondaires seront de corréler ces éventuelles différences de
composition aux données cliniques (instabilité de la plaque, age des patients...), en incluant
les perturbations clinico-biologiques communément associées a la pathologie diabétique (taux
d’HbAlc, IMC...).
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Background and aims: Diabetic patients are at high risk of stroke and coronary artery disease, Recent data
suggest that arachidonic acid metabolism is altered in diabetic conditions and that these alterations
contribute to accelerated atherosclerosis. Little is known about how these alterations affect the meta-
bolism and the proportions of different lipid species within the atherosclerotic plaque. The aim of our
study was to perform a targeted lipidomic analysis of human atherosclerotic lesions, with a specific focus
on PUFA-containing lipid species, to reveal differences in the fatty-acid composition of plaque in diabetic
patients compared with non-diabetic controls.
Methods: Carotid atheroma plaque samples were obtained from 31 diabetic and 48 non-diabetic patients
undergoing carotid endarterectomy. Targeted lipidomic analysis was then performed to determine the
fatty acid composition of major glycerophospholipids and cholesteryl ester species by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry.
Results: Atheroma plaques from diabetic patients were significantly enriched with 2-arachidonoyl-
lysophosphatidylcholine (2-AA-LPC) (2.3 + 08% V5. 1.8 + 0.6% p = 0.0002). Multivariable logistic
regression showed that an increased 2-AA-LPC level was independently associated with diabetes. Finally,
a positive relationship was found between 2-AA-LPC and HbA Ic levels. Interestingly, endothelial lipase
and calcium independent PLA2 gamma which could account for the production of 2-AA-LPC were
detected in carotid plaques by immunohistochemistry.
Conclusions: 2-AA-LPC stands at the crossroads of major metabolic pathways that lead to the synthesis of
bioactive molecules such as AA-derived eicosanoids, 2-AA-lysophosphatidic acid and 2-AA-glycerol, 2-
AA-LPC therefore appears to be a promising molecule to investigate in the context of diabetes.

© 2016 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

factors including insulin resistance, hypertension, obesity, dyslipi-
demia, hyperglycemia and inflammation. However, the molecular

Diabetes is associated with a significantly higher incidence of mechanisms that link diabetes with accelerated atherosclerosis are
cardiovascular complications related to several potential risk not fully understood [1]. It is now well established that athero-

sclerosis in the context of diabetes also presents some different
qualitative features. Several studies have demonstrated that
atheroma plaques from diabetic subjects present larger necrotic

* Corresponding author. INSERM UMRS66. 7 bd Jeanne d'Arc.21079, Dijon cedex.  cores, are more inflammatory and more vulnerable than similar-

France.
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sized plaques from non-diabetic subjects [2-5]. Biochemical

0021-9150/© 2016 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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analysis also revealed some differences in the lipid composition of
diabetic lesions, such as higher levels of free fatty acids, which
could potentially stimulate local plaque inflammation [6].

Recent data from experimental and clinical studies have
demonstrated that atherosclerosis in the context of diabetes is not
only a matter of dyslipidemia but also a chronic inflammatory state,
which involves multiple mediators, plays a major role in the pro-
cess. In this context, the pro-atherogenic roles of eicosanoids and
other arachidonic acid (AA)-derivatives, which are produced by
monocytes and macrophages in diabetic conditions, are emerging
[7]. Indeed, evidence suggests that pathways leading to the syn-
thesis of these lipid mediators are induced in diabetes. COX2
expression and activity were found to be higher in monocytes from
diabetic patients than in those from control subjects [8]. In line
with this, monocytes from diabetic patients have been shown to
secrete higher levels of COX-derived eicosanoids including prosta-
glandin E2 (PGE2). The pathways leading to the synthesis of lipid
mediators from AA and their actions on specific receptors are well
known [7], but the potential involvement of the early steps of AA
metabolism (synthesis, cell trafficking, activation and incorporation
into glycerolipids) in pathological processes such as diabetes is still
unclear. Inflammatory macrophages exhibit altered arachidonic
acid handling, and reciprocally, an increase in Acyl-CoA synthetase
long-chain family 1 (ACSL1) was observed in monocytes from
diabetic mice and from Type 1 diabetic patients [9]. In diabetic
mice, this increase was associated with increased cellular levels of
arachidonoyl-CoA and increased PGE2 release from macrophages.
The increased secretion of PGE2 as well as increased atherosclerosis
was fully prevented by ACSL1 depletion in myeloid cells [9]. Alto-
gether, these data suggest that alterations in arachidonic acid
metabolism occur in monocytes and macrophages in diabetic
conditions and could be responsible, at least in part, for the pro-
inflammatory phenotype of these cells. Interestingly, ACSL1 has
been shown to contribute to the long-term maintenance of AA
levels in glycerophospholipids, suggesting that changes in ACSL1
should impact AA distribution amongst cellular lipids [10]. While
alterations of the fatty acid composition of lipoproteins and
membranes from peripheral blood cells have been documented in
diabetic patients [11,12], it is unclear whether diabetic atheroscle-
rotic plaques display specific changes in their AA content and more
generally in their fatty acid composition. This is an important point
toinvestigate because atheroma plaques display a specific fatty acid
composition, influenced by dietary fatty acid but also by local
lipogenesis [ 13,14]. Moreover fatty acids and their derivatives could
directly influence the plaque properties. For example; oxidized
products of AA accumulate in atherosclerotic lesions and may
promote plaque instability [15-20]. In the present work, we per-
formed a targeted lipidomic analysis of carotid atheroma plaque
from 31 diabetic patients and 48 matched non-diabetic patients.
We focused on major PUFA-containing lipid molecules including
PCs, PEs, LPCs and CEs to find differential markers of diabetic pla-
que. We report here that besides having an increased FC/PC ratio,
lesions from diabetic patients displayed increased proportions of 2-
arachidonoyl-lysophosphatidylcholine. This bioactive molecule
stands at the crossroads of major metabolic pathways and therefore
appears to be a promising molecule to investigate in the context of
diabetic atherosclerosis.

2. Materials and methods

2.1. Adetailed materials and methods section is available as a
supplemental file

The study protocol was reviewed and approved by the regional
Ethics Committee (Comité de Protection des Personnes Est, Dijon,

France). Seventy-nine consecutive patients were enrolled in the
present study. They were admitted to the Department of Cardio-
vascular Surgery at the University Hospital of Dijon (Burgundy,
France) for the surgical treatment of carotid stenosis greater than
70% whether symptomatic or not. All of the patients provided a
signed informed consent. The plaques were categorized by the
patient’s physician as either symptomatic or asymptomatic ac-
cording to the patient’s history and clinical examination. Prior to
biochemical analysis, all of the samples were stored at the local
center for biological resources (CRB Ferdinand Cabanne BB-0033-
00044) in liquid nitrogen (Samples Collection Identifier: DC-
2011-1384). Heparinized blood plasma samples were collected in
parallel on the day of surgery and kept at the CRB until analysis.

Carotid arteries were cut transversally below the level of the
carotid bifurcation and resulting samples were either snap frozen
in liquid nitrogen prior to lipidomic analysis (lower part) or fixed in
formalin for morphological analysis and immunostaining (upper
part). For lipidomic analysis, arteries were opened longitudinally
and core samples of atheroma plaques were then harvested by
using 3 mm biopsy punches (Kai Medical, Solingen, Germany). Sites
of harvesting were normalized between the samples by selecting
the plaque area corresponding to the maximal stenosis.

2.2. Biochemical analysis

Glycated hemoglobin Alc (HbAlc) was measured by high
pressure liquid chromatography on a Tosoh G8 analyzer (Tosoh
Bioscience, Tokyo, Japan). C reactive protein, troponin I, albumin,
creatinine (Jaffe method), total cholesterol, HDL cholesterol, tri-
glycerides, were determined on a Dimension Vista analyzer using
dedicated reagents (Siemens, Saint-Denis, France).

2.3. Cholesterol-esters quantitation by LC-MS/MS

Cholesteryl-esters were separated on a ZORBAX Eclipse Plus C8
column at a flow rate of 0.25 ml/min at 55 °C with a linear gradient
of methanol/water (90/10) containing 10 mM acetate ammonium
and 1 mM acetic add (A) and of isopropanol/methanol (90/10)
containing 10 mM acetate ammonium and 1 mM acetic acid (B) as
follows: 5% B for 1 min, up to 80% B in 15 min, up to 100% in 1 min,
and 100% for 1 min. Acquisition was performed in positive selected
reaction monitoring ion mode (SIM).

2.4. Total cholesterol quantitation by GC-MS

Trimethylsilylethers of sterols analysis was performed by GC-MS
in a 6890 gas chromatograph coupled with a 7673 Mass Detector
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Separation was ach-
ieved on a HP-5MS 30 m x 250 pm column (Agilent Technologies).

2.5. Phospholipids quantitation by LC-MS/MS

Lipids corresponding to 1 mg of tissue were spiked with a mix
containing 1 pg of di14:0-PC, 1 ug of di14:0-PE, 1 pg of d18:1/17:0-
SMand 0.1 pg of 14:0-LPC used asinternal standards. Phospholipids
were analyzed by LC-MS/MS using a 6460 mass spectrometer
(Agilent Technologies) equipped with an electrospray ionization
source and MassHunter data system. The liquid chromatography
was performed on a ZorBAX Eclipse SB-C18 (2.1 mm x 50 mm,
18 pum) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

2.6. Phospholipase treatment

di17:0-PC (5 pg) (Avanti Polar Lipids, Coger, Paris, France) was
incubated for 2 h at 37 °C with either 2 pl of Phospholipase A2
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(PLA2 from Apis mellifera, Sigma Aldrich, Saint-Louis, MO, USA),
25 pl Phospholipase Al (Thermomyces lanuginosus, Sigma Aldrich,
L3295) or without enzymes. Reactions were stopped by the addi-
tion of 200 pl MeOH pH 4.0. Hydrolysis products were analyzed by
LC-MS/MS as described above.

2.7. Immunohistological analysis of carotid plaques

The samples were fixed in neutral buffered formalin, dehydrated
in graded alcohols, cleared in xylene and embedded in paraffin.
Serial samples were cut for hematoxylin—eosin staining (HES) and
immunohistochemical analysis. Automated immunohistochem-
istry (Dako Omnis) was performed using standard procedures on
serial sections of plaques. The following antibodies were used:
PNPLAS antibody (NBP1-83098, rabbit polyclenal, 1/100), Endo-
thelial lipase antibody (NBP2-02396, mouse monoclonal 1/50)
(Novus Biologicals, Littleton, CO, USA), CDG8 (GAG09, KP1, mouse
monodonal, 1/300, Dako, Courtaboeuf, France). The percentage of
positively stained area as a function of the total plaque area was
determined by computer-assisted morphometry of the plaques by
an investigator blinded to the patient's diagnosis. Morphological
characteristics of the plaques were determined on hematoxylin-
eosin sections.

2.8. Statistical analysis

Demographic and major biological parameters were analyzed by
a Student's t-test or non-parametric Wilcoxon—Mann—Whitney
test. The p-value for statistical significance was corrected for mul-
tiple test comparison. For qualitative analysis of fatty acid distri-
bution, modified t-tests were performed independently for each of
the 4 types of lipids (PCs, PEs, CEs and LPCs). The modification
concerns the estimation of the variance of each of the variables: a
Bayesian approach was applied to estimate a variance that takes
into account all of the variables. This test is implemented in the
LIMMA package of the R software (http://cran.r-projectorg). To
take into account the multiplicity of the tests, a 5% FDR correction
was performed; this means that among the selected variables, 5%
may be false positives, These steps were performed for each class of
lipid separately. To test the association between the presence of
diabetes and the other variables of interest, a logistic multivariate
model was used. For each of the variables, a Wald-test was used to
test the significance of the association. Correlation between HbA1c
and 2-AA-LPC was assessed by using a non-parametric Spearman
test

3. Results
3.1. Clinical and biological parameters

Patients' characteristics are provided in Table 1. Diabetic status
was based on the patient report at the time of the surgery, Most of
the patients were efficiently managed for diabetes and presented
mildly impaired glycemic control as compared with the control
group (glycated hemoglobin levels 7.3 + 14% vs.58 + 04%;
p < 0.001). As expected, diabetic subjects displayed a higher BMI
and tended to have higher plasma triglyceride levels. Other clinical
and biological parameters including age, gender and % of smokers
were similar in the two groups. Surprisingly, plasma CRP levels did
not differ between the two groups which could be related to the
high statin usage in our population (Approx. 75% in both groups,
Table 1). Interestingly, the percentage of symptomatic lesions did
not differ between diabetic and non-diabetic subjects. Morpho-
logical analysis of the lesions was performed on HES sections for
the samples that were available for analysis (74 samples out of 79

total samples). Major parameters including calcification, fibrosis,
necrotic core, extracellular lipids were evaluated (Table 1). Lesions
from diabetic patients appeared to be significantly more calcified as
compared with control subjects. Other parameters did not differ
significantly between the two populations.

3.2. Phospholipid and cholesterol content of carotid atheroma
plaques

Overall analysis of the phospholipid and cholesterol content of
the plaques showed no significant differences between the two
groups. Nevertheless, diabetic lesions tended to have higher levels
of free cholesterol (Table 2). It is worth pointing out that the lipid
content of the samples, when expressed per mg of total plaque, was
extremely heterogeneous; therefore, the data were also normalized
for the total amount of phosphatidylcholines, which are the major
class of glycerophospholipids present in cell membranes. In this
analysis, the higher free cholesterol/PC ratio in the lesions from
diabetic patients became statistically significant before correction
for multiple tests comparison (Table 2). A tendency toward an
inaeased free cholesterol/esterified cholesterol ratio was also
observed suggesting that an alteration of cholesterol esterification/
hydrolysis could be involved (Table 2).

3.3. Qualitative analysis of cholesteryl esters and phospholipid
subclasses

Our main goal was to assess qualitative changes in the fatty acid
composition of major phospholipids and cholesteryl esters with a
specific focus on PUFA and AA distribution, As expected, sphingo-
myelin species did not contain detectable amount of PUFA. More-
over, no qualitative changes were observed between diabetics and
control subjects regarding their fatty acid compositions (Table 3).
Regarding cholesteryl esters, cholesterol linoleate was the most
abundant spedes in atheroma plaques from both groups (Table 3).
CE in the plaque from diabetic patients tended to be richer in
saturated fatty acid at the expense of monounsaturated fatty acid
(expressed as the SFA/MUFA ratio) but the difference did not
remain significant after correction for multiple comparisons,

Qualitative analysis of PEs and PCs did not reveal any alterations
of the distribution of AA-containing species in the diabetic group.
The 18:0/20:3 PC molecule was increased in diabetic patients but
the difference was not significant with an FDR at 5% (Table 3).
Qualitative analysis of LPCs revealed more pronounced changes
(Table 3). Chromatography of each LPC (Fig. 1A and B) showed two
distinct peaks. Complementary experiments using phospholipases
A1l and A2 (PLA1 and PLA2) allowed us to confirm that the two
peaks corresponded to sn-1 and sn-2 isomers (Fig 1 C and D).
Indeed, in vitro PLA1 treatment of di17:0-PC led to the appearance
of the peak of 17:0 LPC with the shortest retention time, at the
opposite PLA2 treatment induced the appearance of the isomer
with the longest retention time, Interestingly, plaque samples from
diabetic subjects showed a significantly higher proportion of sn-2
arachidonoyl-lysophosphatidylcholine (2-AA-LPC), and the differ-
ence remained significant after correction for multiple comparisons
(Table 3 and Fig. 1A). Moreover, the molar ratio of 2-AA-LPC to
C16:0/C20:4-PC was significantly increased in diabetic patients
versus control group (0.053 + 0.044 vs.0.030 + 0.027 p = 0.00457).

3.4. Multivariable logistic regression analyses
Multivariable logistic regression models were used to assess the
association between diabetes and various parameters differentially

expressed between the two groups (16:0CE, 2-AA-LPC, SFA/IMUFA
ratio in CE, 18:0/20:3 PC as well as BMI were introduced in the
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Table 1

L. Ménégaut et al [ Atherosclerosis 251 (2016) 339-347

Clinical and biological parameters of the patients. Data are expressed as mean + S.D. except CRP, troponin and triglycerides that are reported with median and IQR. “High™ and
“Low" scores for aldfiation, fibrosis, neaotic core and extracellular lipids were determined on hemataxylin-eosin stained sections by a trained physician.

Diabetics Controls p-value (p=)
Clinical data
Age (years) 7290+ 7.88 7190 £+ 995 Q.75
Gender (M/F) 238 39/9 0.46
BMI (kg/m?) 28414438 26.14 + 439 a03*
Smoking 22 (71%) 27 (56%) Q.16
Diabenic treatment
No treatment 3(9.7%) - -
Biguanid 18 (58.1%) - -
Sulfonylurea 11 (35.5%) - -
Insulin 7 (22.6%) - -
DDP-4 inhibitor 1(3.2%) - -
Incretin-mimetic 1(3.2%) - -
Statin treatment 23 (74%) 35(72%) Q75
Sympromatic lesions 10 (32.3%) 18 (37.5%) 0.69
Extension (common carotid) 0.728 + 0260 0.728 1+ 0217 0997
Calcification Low 4(138%) 17 (37.8%) a5
High 25 (86.2%) 28 (622%)
Fibrosis Low 26 (89.7%) 38 (84.4%) 0.522
High 3(103) 7 (15.6%)
Necrotic Core Low 19 (655%) 24 (53.3%) 0.300
High 10 (34.5%) 21(46.7%)
Extracellular lipids Low 17 (58.6%) 21 (46.7%) 0315
High 12 (41.4%) 24 (53.3%)
Plasma parameters
HbAlC (%) 73414 58+ 04 a.001°
CRP(mg/L) 1.83(5.15) 3.20(5.62) Q.35
Troponin | (>0.045 pg/L) 2 (6.4%) 1(2.1%) 0.33
Albumin (g/L) 3803+ 430 3740 + 336 047
Creatinine (pmol/L) 933 1+ 240 9554 £ 434 087
Total Cholesterol (mmol/L) 411+ 115 431125 04
HDL cholesterol (mmol/L) 1.13 £ 025 124 £ 039 021
LDL cholesterol (mmol/L) 202 + 094 230 1 1.07 Q.25
Triglycerides (mmol/L) 1.86(1.51) 144 (0.94) 0.06
Free cholesterol (mmol/L) 098 + 0.38 102 + 039 064
Phospholipids (mmol/L) 265+ 1.04 287 £ 1.05 0.48
Free cholesterol/phospholipids 039+ 014 037 £ 0.12 Q.57
Free cholesterol/esterified cholesterol 033 +013 033 + 0.16 033

Table2

Ovenll lipid compasition of atheroma plaques from diabetic patients and control subjeds expressed as nmol/mg of plaque or normalized by the amount of phospha-

tidylcholines. Data are expressed as median with IQR

Diabetics (n = 31) Controls (n = 48) p-value p=
Molar composition (nmolfmg ploque)
Lysophosphatidylcholines (LPC) 1.19(1.66) 083 (1.15) 029
Phosphatidylcholines (PC) 6.76 (6.75) 6.55 (445) 0.85
Phosphatidylethanolamines (PE) 0.46 (0.24) 035(0.15) 0.08
Sphingomyelins 828 (636) 6.84 (3.94) oz
Total Cholesterol (TC) 942 (85.68) 63.6(107.57) 023
Free Cholesterol (FC) 786 (93.94) 354 (78.59) 15
Esterified Cholesterol (EC) 205 (29.34) 233(24.13) 0.69
Lipid molar ratio
LPC/PC 0.15(0.12) 0.12(0.15) (1R F]
PE/PC 0.06 (0.05) 0.05 (0.05) 025
SM/PC 1.32 (0.66) 1.12(0.53) 013
FC/PC 861 (9.38) 538 (5.13) (10174
EC/PC 241(470) 3.86(293) 0.66
FC/EC 2.74(3.02) 1.33(1.27) 0035

model). In these models, only 2-AA-LPC and BMI remained signif-
icantly and positively associated with the presence of diabetes
(Fig. 1G). We next investigated whether the higher proportion of 2-
AA-LPC could be related to the impairment of glycemic control or
increased inflammation. Interestingly, while 2-AA-LPC enrichment
was not associated with plasma CRP concentrations or to changes
in plaques morphology, it was positively and significantly corre-
lated with glycated hemoglobin levels when taking into account
the whole population(Rs = 0.30; p < 0.008) (Fig. 1F). However, the

correlation was no longer significant when the analysis was per-
formed separately in the two groups of diabetic and non-diabetic
subjects.

3.5. Immunochistochemical analysis

Since 2-AA-LPC can be generated through the action of phos-
pholipases A1, we searched for the presence of potential candidates
such as endothelial lipase (EL) and calcium-independent PLA2
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Table 3

Fatty acid distribution in glycerophospholipids and cholesteryl esters species in
atheroma plaques from diabetic patients and control subjects. The relative abun-
dance of each species was alculated as mol % related to the total lipid class con-
centration. PC, phosphatidylcholines;  PE phosphatidylethanolamines;  LPC,
lysophosphatidylcholines; CE, cholesteryl esters. SM, sphingomyelins. Results anre
expressed as mean + SD. *p < 0.05 after correction for multiple comparisons.

Molecular species Diabetics Controls p-value p=
PC

16:0/16:0 121 227 11.88+22 0.738
16:0/16:1 43 324 450 ¢+ 26 0727
16:0/18:1 241134 2522145 0.095
16:0/18:2 142 + 2.7 14434+ 3.7 o762
16:0/20:4 9.1+ 24 985+ 28 0193
16:0/22:6 16+ 05 1.74 + 0.6 0.356
18:0/18:1 39+07 391+ 06 0.966
18:0/18:2 90+ 16 863+ 14 0310
18:0/20:3 70125 539422 0.004
18:0/20:4 74+15 708 + 1.5 0.330
18:0/22:6 07102 070+ 02 0.964
18:1/18:2 48109 482 + 09 0913
18:1/20:4 184+ 04 183 4+ 05 0563
PE

16:0/18:1 80+ 21 80+14 0872
16:0/18:2 31101 32408 0.668
16:0/20:4 47 + 001 51+08 0.048
16:0/22:6 43001 46209 a3
18:0/18:1 150115 141 + 1.4 0.015
18:0/18:2 103 1+ 29 94428 0.190
18:0/20:4 33025 333+ 28 0.631
18:0/22:5 5015 53114 0.488
18:0/22:6 73115 7612 0464
18:1/18:2 304001 30+09 0977
18:1/20:4 55+ 06 55407 742
18:1/22:6 08 +04 10+ 06 0.091
LPC

16:0 468 + 25 482+ 27 o2
16:0 sn1 37835 392+ 26 .04
16:0 sn2 90 427 904+ 06 0919
18:0 25448 266 £ 47 0277
18:0 snl 200 + 38 206 + 3.7 0.485
18:0 sn2 29107 29108 0862
18:1 143 + 32 132 + 30 129
18:1 snl 11429 103 £ 26 0.097
18:1 sn2 29107 29108 0.862
18:2 9827 88126 a110
18:2 snl 76125 67122 [I8 ]
18:2 sn2 224108 21107 0.453
20:4 3715 31x15 a9
20:4 snl 14£12 14212 0917
20:4 sn2 234+ 038 18 + 06 aoom*
CE

16:0 11.10 + 244 957 + 297 0017
16:1 186 + 090 203 + 1.16 0.524
18:0 0.15 + 024 0.14 + 0.28 0.867
18:1 1396 + 282 14794+ 324 0.257
18:2 56.70 + 625 57311760 0.691
18:3 154 1 056 147 £ 035 0.487
20:3 280 + 163 346 + 249 azn
20:4 969 3+ 207 899 + 1.55 113
22:6 2191137 226 £ 1.42 0877
SFA/MUFA 072 +£0.19 060 + 0.22 0.009
SM

d18:1/15:0 53+35 5027 0.749
d18:1/16:0 556 + 4.0 564 £ 3.9 0.390
d18:0/16:0 36109 33109 0.253
d18:1/18:0 52116 55114 0.446
d18:1/20:0 29+10 3007 0472
d18:1/22:0 6.1+ 21 58119 0.492
d18:1/24:1 158 + 2.7 153+ 24 0399
d18:1/24:0 554+ 16 5613 0.738

gamma (PNPLAS) as well as markers of macrophages infiltration
(CD68) in some samples of carotid plaques from non-diabetic and
diabetic subjects. As previously desaibed, we observed a

significantly higher macrophage infiltration in plaques from dia-
betic subjects (Fig. 2A and B) [21]. Both EL and PNPLAS8 could be
detected in carotid plaques and colocalized mainly with macro-
phage staining (Fig. 2A and B); however, a stronger signal was
observed for EL as compared to PNPLAS. Moreover, EL immuno-
staining was significantly higher in diabetic patients while no dif-
ferences were retrieved for PNPLAS (Fig. 2B).

4, Discussion

Apart from the poorer glycemic control and antidiabetic treat-
ments, the demographic and clinical profiles of the cohort of dia-
betic patients were broadly similar to those of the non-diabetic
subjects. Surprisingly, diabetic patients did not present an
increased inflammatory status (as assessed by plasma CRP levels),
this lack of difference could be explained by the high statin usage in
the two populations. Overall analysis of phospholipids and
cholesterol content of the plaques showed no significant differ-
ences, except fora tendency toward higher levels of free cholesterol
in diabetic lesions. Interestingly, a similar trend was reported in a
previous study, in which the higher levels of free cholesterol were
also associated with plaque vulnerability [22]. It remains to be
determined whether this enrichment contributes by itself to the
diabetic atherosclerotic process: this point is likely in view of the
abundant literature regarding the toxicity of free cholesterol and its
role in the development of atherosclerosis [23-26]. Nevertheless, it
should be noted that in the present study no differences in symp-
tomatic lesions were observed in diabetics versus non diabetic
subjects.

Qualitative analysis of glycerophospholipids and cholesterol
esters failed to reveal significant differences in fatty acid distribu-
tion in PCs and PEs or in cholesterol esters between the two groups.
In particular, our initial hypothesis of an alteration in the distri-
bution of arachidonic acid in PCs and PEs was not confirmed. Some
trends were observed including a higher SFA/MUFA ratio in
cholesterol esters from diabetic plaque, but the difference was not
significant after multiple-comparison correction.

Analysis of lysophosphatidylcholines provided the most inter-
esting results. Intriguingly, chromatograms of each LPC species
showed the presence of two distinct peaks (Fig. 1A and B) corre-
sponding to the sn-1 or sn-2 isomers (Fig. 1C and D). While acyl
chains isomerize spontaneously between the sn-1 and sn-2 posi-
tions in the plasma compartment [27], LPCs are more stable and
their stereo specificity seems to be preserved in a hydrophobic
environment such as that of atherosclerotic plaques [28]. We
therefore decided to perform the lipidomic analysis by taking into
account the total amount as well the relative amounts of sn-1 and
sn-2 isomers for each LPC species. Strikingly, the proportion of
20:4LPC and more specifically of the sn-2 isomer was significantly
greater in the lesions from diabetic patients and this remained
statistically significant after multiple comparison correction.
Moreover, amongst other lipid molecules, only 2-AA-LPC remained
statistically associated with the risk of diabetes in multivariable
analysis. Finally, a high proportion of 2-AA-LPC correlated nega-
tively with glycemic control when taking into account the two
groups of diabetic and non-diabetic patients.

Though 2-AA-LPC appears to be an interesting molecule to
investigate, our observation raises questions related (1) to the
mechanisms involved in the production and/or accumulation of
this molecule and (2) to the functional consequences arising from
these increased levels of 2-AA-LPC. Indeed, these high levels could
be due to either a systemic increase in 2-AA-LPC levels or to local
production within the atheroma plaque. The latter hypothesis
seems the most likely since plasma lipoproteins from diabetic pa-
tients failed to show an increase in the proportion of 2-AA-LPC
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Fig 1. Determination of 2-AA-LPC enrichment in carotid plaques. (A) and (B) Representative chromatography profiles of 16:0 LPC and 20:4 LPC obtained by LC-MS/MS from carotid
plaques extracts. (C) and (D) di17:0-PC was incubated for 2 h at 37 <C with either 2 pl of Phospholipase A2 (PLA2 from Apis mellifera) (C) or Phospholipase Al (Thennomyces
lanuginosus) (D). Hydrolysis products were analyzed by LC-MS/MS as described in Materials and methods. (E) Proportion of 2-AA-LPC in carotid plaque samples from control and
diabetic subjects. (F) Correlation between the proportion of 2-AA-LPC and glycated hemoglobin levels in control (white cirdes) and diabetic patients (black circles). p (Rhd) and
probability values were obtained by the Spearman rank test. (G) Multiple variate analysis of lipid and dinical parameters assodated with diabetes.

[12,29]. Moreover, the increased molar ratio of 2-AA-LPC to C16:0/ finding implies therefore that one or several enzymes with phos-
C20:4-PC in the plaques from diabetic patients supports an pholipase A1 activity are presentand are upregulated in the lesions
inaeased local production of 2-AA-LPC from diacyl-PCs. Our of diabetic patients. As compared with PLAZ2s, little is known about
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Fig. 2 Immunohistological analysis of the lesions. (A) Immunostaining for (D68, endothelial lipase (EL) and PNPLAS in diabetic or nondiabetic plaques. These results are repre-
sentative of 10 diabetic and 10 nondiabetic plaques. Similar areas of plaques are shown (B): % of positively stained area for CD68, EL and PNPLAS. * Statistically significant, Mann-

Whitney Test.

the role of PLA1s in atherosclerosis, nevertheless several enzymes
with PLA1 activity that could be relevant in this context have been
described. The first candidate is endothelial lipase (EL), which is
expressed by endothelial cells and macrophages and possesses
mainly a PLA1 activity as well as a less active PLA2 activity [30,31].
EL is present in human atherosclerotic lesions as found here and in
previous studies and is upregulated by inflammatory stimuli [32].
Moreover, systemic levels of EL are increased in type 2 diabetic
subjects [33]). The second candidate is the calcium-independent
PLA2 gamma (PNPLA8), which displays a highly selective PLA1
activity toward 1-palmitoyl-2-arachidonoyl- phosphatidylcholine

but is unable to cleave polyunsaturated fatty acids from the sn-2
position of diacyl phosphatidylcholine [34). By using immunohis-
tochemistry we show that the two enzymes are expressed in hu-
man carotid plaques suggesting that they could be involved in 2-
AA-LPC production. Moreover, in a sample of 10 diabetic plaques
and 10 non-diabetic plaques, we observed a significantly higher
expression of EL in the plaques from diabetic subjects. This pre-
liminary observation needs however to be confirmed in a larger
cohort of subjects. Finally, the positive correlation between 2-AA-
LPC and glycated hemoglobin levels suggests a link between the
glycemic control and arachidonic add metabolism in carotid
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plaques. Interestingly, it has been shown that the receptor for
advanced glycation products (RAGE) is present in carotid atheroma
plaques from control and diabetic subjects 21 |. Moreover, the same
study suggested that RAGE plays a key role in the arachidonate-
dependent inflammatory response in carotid plaques [21].

The higher proportion of 2-AA-LPC in diabetic atherosderotic
lesions is likely to have various functional consequences. indeed, it
has been shown that the fatty acyl composition of lyso-PC directly
affects their pro-inflammatory properties, such as stimulation of
COX2 expression or eicosanoid release [35-37]. Besides its own
biological activities, 2-AA-LPC is also a fascinating molecule at the
crossroads of several metabolic pathways that lead to the produc-
tion of potent signaling molecules such as 2-arachidonoyl-glycerol,
2-arachidonoyl-lysophosphatidic acid (2-AA-LPA) and AA-derived
pro-inflammatory eicosanoids. First, the deacylation of 2-AA-LPC
by lysophospholipases is able to generate free arachidonic acid,
which is a direct substrate for cyclo- and lipo-oxygenases during
eicosanoid synthesis [ 38]. A second metabolic pathway involves the
conversion of 2-AA-LPC by a lysophospholipase C into 2-
arachidonoyiglycerol, an endogenous cannabinoid [39]. Finally,
hydrolysis of 2-AA-LPC by the lysophospholipase D/autotaxin
pathway generates the active metabolite 2-AA-LPA [40]. interest-
ingly, 2-AA-LPA has been shown to be presentin atheroma plaques
and to contribute significantly to the platelet-activating effect of the
lipid core of atherosclerotic lesions [41].

in conclusion, this study has demonstrated for the first time that
of all LPCs, the proportion of 2-AA-LPC is particularly high in the
carotid atheroma plaque of diabetic subjects. These results need to
be confirmed in larger population and in other arterial territories.
Moreover, the mechanisms leading to the accumulation of 2-AA-
LPC within the plaque, and the functional consequences of this
enrichment need to be characterized further. Finally, longitudinal
studies to evaluate disease progression in these patients could be
useful to determine whether increased plaque 2-AA-LPC and free
cholesterol content are markers of poor prognosis especially in
diabetic patients.
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Supplemental materials and Methods
Lipidomic analysis

Lipid standards (cholesterol, 16:0-CE, 17:0-CE, 18:0-CE, 18:1-CE, 18:2-CE, 20:4-CE,
di14:0-PC, di1l4:0-PE, dil14:0-PS, d18:1/17:0-SM, 14:0-LPE, 14:0-LPC) were obtained from
Avanti Polar Lipids (Coger SAS, Paris, France). Stable isotope 13C2-cholesterol was
purchased from Cambridge Isotope Laboratories (Euriso-top, Saint Aubin, France). LC-
MS/MS quality grade solvents were purchased from Fischer Scientific (lllkirch, France).
Other chemicals of the highest grade available were purchased from Sigma Aldrich (Saint-
Quentin Fallavier, France). Lipids were extracted from atherosclerotic plague punch biopsies
(2-10 mg) according to the method of Folch et al.

Cholesterol-esters quantitation by LCMS/MS

Folch organic phases corresponding to 1 mg of tissue were spiked with 10 pg of 17:0-CE and
2.5 pg of 13C2-cholesterol used as internal standards. After evaporation of the organic phase,
sterols were extracted with 1 ml distilled water, 2 ml ethyl-acetate/hexane (25/75 v/v).
Organic phase was collected and dried under vacuum. Free cholesterol was acetylated with
100 pl hexane and 30 pl of acetyl chloride for 2.5 hours at room temperature. Total steryl-
esters were then extracted with 2 mL hexane and 1 mL distilled water and the organic phase

was collected and evaporated under vacuum.

Lipids were finally dissolved with 75 pl of hexane and cholesteryl-esters were further
analyzed by LC-MS/MS. Cholesteryl-esters were separated on a ZORBAX Eclipse Plus C8
column at a flow rate of 0.25 ml/min at 55°C with a linear gradient of methanol/water (90/10)
containing 10 mM acetate ammonium and 1 mM acetic acid (A) and of isopropanol/methanol
(90/10) containing 10 mM acetate ammonium and 1 mM acetic acid (B) as follows: 5% B for
1 min, up to 80% B in 15 min, up to 100% in 1 min, and 100% for 1 min. Acquisition was
performed in positive selected reaction monitoring ion mode (SIM) (source temperature
200°C, nebulizer gas flow rate 10 L/min, sheath gas flow 11 L/min, temperature 200°C,
capillary 3,500 V, nozzle 500 V, fragmentor 106 V, collision energy 20 V). Transitions from
ammonium adduct [CE+NH4] to cholesterol (m/z 369.3) or 13C2-cholesterol (m/z 371,3)
were used for cholesteryl-esters quantitation. Calibration curves were obtained for each lipid
class using authentic standards (cholesterol, 16:0-CE, 18:0-CE, 18:1-CE, 18:2-CE, 20:4-CE)

extracted with the same method used for tissue samples.
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Total Cholesterol quantitation by GC-MS :

Folch organic phases corresponding to 1 mg of tissue were evaporated to dryness under
vacuum. Lipids were saponified for 45mn at 56°C with 60[]L of potassium hydroxide
10mol/L and 1 mL of ethanol containing 4 pg of epicoprostanol used as internal standard.
Sterols were extracted with 5 mL of hexane and 1mL of water. After evaporation of the
organic phase, sterols were derivatized with 10000L of a mixture of
bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide/ trimethylchlorosilane 4/1 v/v for one hour at 80°C.
After evaporation of the silylating reagent 100 pL of hexane were added. Trimethylsilylethers
of sterols analysis was performed by GCMS in a 6890 gas chromatograph coupled with a
7673 Mass Detector (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Separation was achieved
on a HP-5MS 30m x 250um column (Agilent Technologies) using helium as carrier gas and
the following GC conditions : injection at 250 °C using the split mode, oven temperature
program : initial temperature 140 °C up to 280°C at a rate of 15°C/min, up to 300°C at a rate
of 2°C/min. The MSD was set up as follow: El at 70 eV mode, source temperature at 230°C.
Data were acquired in SIM mode using 368.3 and 370.3 quantitation ions (m/z) for
cholesterol and epicoprostanol respectively. A calibration curve was obtained with cholesterol

standard using the same method used for samples.
Phospholipids quantitation by LC-MS/MS:

Lipids corresponding to 1 mg of tissue were spiked with a mix containing 1 pg of di14:0-PC,
1 pg of dil4:0-PE, 1 pg of d18:1/17:0-SM and 0.1 pg of 14:0-LPC used as internal standards.
Phospholipids were analyzed by LCMS/MS using a 6460 mass spectrometer (Agilent
Technologies) equipped with an electrospray ionization source and MassHunter data system.
The liquid chromatography was performed on a ZorBAX Eclipse SB-C18 (2.1 mm x 50 mm,
1.8 um) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), maintained at 55°C with a flow-rate
at 0.25 mL/min using the following gradient conditions: 1 min at 60% mobile phase A, 60%
to 5% A over 15 min, 1 min at 5% A, a return to 60% A over 1 min then 5 min at 60% A
prior to the next injection. Mobile phases A and B consisted of water:methanol and
isopropanol:methanol in the ratios 60:40 and 90:10 (v/v) respectively, both containing 10 mM
ammonium acetate and 1 mM acetic acid. Positive Electrospray lonization Mass Spectrometry
was performed on a quadrupole mass spectrometer (QQQ 6460; Agilent Technologies).

Specific individual lipid species were identified using scheduled multiple-reaction monitoring
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(MRM) (source temperature 325°C, nebulizer gas flow rate 10 L/min, sheath gas flow 10
L/min, temperature 400°C, capillary 3,500 V, nozzle 1,000 V). The transitions used were as
follows: [M + 1] * — 184.1 (fragmentor 160 V, collision energy 20 V) and [M + 1] * — [M —
140] (fragmentor 120 V, collision energy 17 V)for phosphatidylcholines (PCs) and
phosphatidylethanolamines (PEs). The concentrations of phospholipid and sphingolipid
species were calculated by relating the peak area of each species to the peak area of the
corresponding internal standard. Total lipids of each class were calculated by summing the

individual lipid species.
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III. Reésultats et discussion

L’objectif de ce travail était de comparer le contenu en especes lipidiques riches en
acides gras polyinsaturés entre des plaques d’athérome carotidien de 31 sujets diabétiques et
de 48 sujets non-diabétiques. L’analyse qualitative des glycérophospholipides contenus dans
les plaques d’athérome ne révele aucune différence significative dans la distribution en acides
gras des phosphatidylcholines (PC), phosphatidyléthanolamines (PE) et esters de cholestérol
entre les deux populations. A I’inverse, I’analyse des lysophosphaticylcholines (LPC) révele
des différences entre diabétiques et non-diabétiques. Les différentes especes de LPC sont
caractérisées par la nature de l’acide gras estérifi¢ sur 1’une des fonctions alcool du
glycérophosphate. De plus, chaque LPC existe sous la forme de deux isomeres selon que
I’acide gras est estérifié en position sn-1 ou sn-2. Chaque espéce de LPC sort donc sous la
forme de deux pics lors de la séparation chromatographique. Il est traditionnellement admis
que les sn-1-LPC sont majoritaires du fait de la présence abondante dans 1’organisme de
différents types de PLA2. Les PLA2 sont des enzymes capables d’hydrolyser ’ester d’acide
gras en position sn-2 formant ainsi des sn-1-LPC 24, A I’inverse, les PLA1 générent des sn-2-
LPC. En réalisant des expériences d’hydrolyses spécifiques de di17:0 PC par une PLA1 ou
une PLA2, nous avons pu déterminer que le pic avec le temps de rétention le plus court
correspond au sn-2-LPC. Etonnamment, 1’analyse des extraits lipidiques des plaques
d’athérome révéle un enrichissement significatif des plaques de sujets diabétiques en 2-
arachidonoyl-lysophosphatidylcholine (2-AA-LPC) par rapport aux sujets contrble. Non
seulement la proportion de toutes les autres especes de LPC ne differe pas entre les deux
groupes, mais le 2-AA-LPC est la seule espece pour laquelle il existe une prédominance de
I’isomére sn-2-LPC. Cette différence reste significative aprés correction par un facteur de
risque de 5% pour tenir compte de la multiplicité des variables comparées. Afin de tester une
éventuelle association entre différents parametres cliniques, biologiques et lipidomiques entre
les deux groupes, nous avons établi un modele de régression logistique multivarié. Les
résultats révelent que seuls I'IMC et les taux de 2-AA-LPC intra plaques sont

significativement et positivement associés avec le risque de développer un diabéte.

Le 2-AA-LPC étant la seule espéce lipidique différentiellement exprimée entre les
plaques de sujets diabétiques et de sujets non-diabétiques, nous avons donc cherché a
identifier les mécanismes impliqués dans sa production. Il semble peu probable que

I’accumulation de 2-AA-LPC soit due a une augmentation de ses taux systémiques puisqu’au
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cours d’études réalisant I’analyse de la composition lipidique des lipoprotéines plasmatiques
de patients diabétiques, il n’a pas été mis en évidence un enrichissement en 2-AA-LPC 221:225,
A T’inverse, la mise en évidence d’une élévation du ratio 2-AA-LPC sur C16:0/20:4 PC dans
nos échantillons de plaques d’athérome de patients diabétiques par rapport aux patients non-
diabétiques, suggere une production locale de 2-AA-LPC a partir de di-acyl-PCs contenant
de PAA. 11 a été décrit que les migrations intramoléculaires des acyl-gras des LPC,
essentiellement de la position sn-1 a sn-2, par des réactions d’isomérisation non enzymatiques
spontanées, sont fortement atténuées dans un environnement hydrophobe 226-228, Nos résultats
supposent donc que le 2-AA-LPC provient d’une hydrolyse des PCs en position sn-1 par des
enzymes ayant une activité PLAL et particulierement exprimées dans les plaques d’athérome
de sujets diabétiques. Nous avons donc comparé le marquage immunohistochimique de deux
enzymes a activité¢ PLA1, la PLA2 calcium indépendante gamma (PNPLAS) et I’endothéliale
lipase (EL), entre dix plaques de patients diabétiques et dix plaques de patients non-
diabétiques. Les deux enzymes ont été détectées dans les échantillons et sont colocalisées
avec le marqueur macrophagique CD68. Si I’immunomarquage pour I’EL est plus prononcé
que pour la PNPLAS, il s’avére également qu’il est significativement plus important dans les
plagues de diabétiques que de non-diabétiques. Ces résultats sont en accord avec de
précédents travaux qui ont pu décrire une élévation systémique de I’EL chez des sujets

diabétiques de type 2 2%,

Le diabéte étant caractérisé par un mauvais contrle glycémique et par un état
inflammatoire chronique, nous avons voulu voir s’il existait une éventuelle corrélation entre
les taux de 2-AA-LPC intra-plaques et les taux d’HbAlc ou les taux de CRP plasmatiques.
Aucune corrélation n’a pu étre mise en €vidence entre les taux de CRP et les taux de 2-AA-
LPC. Néanmoins, nous n’avons retrouvé aucune différence entre les taux de CRP des deux
populations, ce qui peut en partie s’expliquer par le fait que la grande majorité des patients de
I’étude était traitée par statines. En revanche, nous avons observé une corrélation positive
entre I’enrichissement des plaques en 2-AA-LPC et le taux d’HbAlc des patients de 1’étude.
Ceci laisse supposer qu’il existe un lien entre métabolisme de 1’acide arachidonique et
contrble glycémique, lien précédemment mis en évidence par une étude qui decrit la présence
de récepteurs RAGE dans des plaques d’athérome et leur implication dans le métabolisme de
I’acide arachidonique par COX2 28, Toutefois, nous ne retrouvons pas cette corrélation entre

taux d’HbA lc et 2-AA-LPC lorsque les deux populations sont considérées séparément.
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Au cours de cette étude, nous avons pu mettre en évidence que les plaques d’athérome
de sujets diabétiques sont significativement enrichies en 2-AA-LPC, un dérivé actif de 1’acide
arachidonique 2%, Le 2-AA-LPC est une molécule qui se situe au carrefour de différentes
voies métaboliques qui conduisent a la formation de médiateurs lipidiques ayant des activités
biologiques spécifiques : les eicosanoides, 1’acide lysophosphatidique et le 2-arachidonoyl-
glycérol. Ainsi, la déacylation du 2-AA-LPC par des lysophospholipases est capable de
générer de I’acide arachidonique libre qui est un substrat direct pour les cycloxygénases
pouvant conduire a la synthése de dérivés tels que la PGE2 ou le TXA2 23, Une autre voie
possible implique la conversion du 2-AA-LPC par une lysophospholipase C en 2-
arachidonoyl-glycérol, un endocannabinoide 2%2. Enfin 1’hydrolyse du 2-AA-LPC par
I’autotaxine, ou lysophospholipase D, peut générer de [I’acide 2-arachidonoyl-
lysophosphatidique (2-AA-LPA) 223, De maniére intéressante, il a été montré que le 2-AA-
LPA est présent au niveau des plaques d’athérome et qu’il pourrait contribuer de maniére trés

significative a la formation du thrombus lors d’une rupture de plaque 2**.

En conclusion, notre étude met en évidence un enrichissement significatif des plaques
d’athérome carotidien de sujets diabétiques en 2-AA-LPC. Ces résultats nécessitent d’étre
confirmés sur un plus grand nombre d’échantillons et étendus a d’autres territoires
vasculaires. Ceci permettrait de mieux caractériser les mécanismes de production du 2-AA-
LPC, locaux ou systémiques, et surtout de mieux comprendre les propriétés biologiques de ce
métabolite ou de ses dérivés. Ces éléments permettraient de mieux appréhender les processus
pro-inflammatoires qui sous-tendent la physiopathologie de 1’athérosclérose au cours du

diabéte.
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Figure 16 : Voies de biosynthése du 2-arachidonoyl-lysophosphatidylcholine et de ses

meétabolites

AA: acide arachidonique; 1-acyl-2-AA-PC: 1-acyl-2-arachidonoyl-phosphatidylcholine; 2-AA-LPC:2-
arachidonoyl-lysophosphatidylcholine; 2-AA-glycérol: 2-arachidonoyl-glycérol; 2-AA-LPA: acide 2-
arachidonoyl-lysophosphatidique; ACSL1: acyl-CoA synthase 1; PLA2: phospholipase A2; COX2:
cycloxygénase 2; LPCAT3:lysophosphatidylacyltransférase 3; LPLD : lysophospholipase D ;
LPLAZ2 : lysophospholipase A2 ; LPLC : lysophospholipase C
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DEUXIEME ARTICLE

I. Introduction

Les plaques d’athérome sont des foyers inflammatoires importants et le siege d’une
sécretion de nombreuses cytokines. Parmi elles, IL-1f joue un réle central dans le
développement des Iésions athérosclérotiques puisqu’elle favorise I’activation des cellules
endothéliales et des macrophages, amplifie le recrutement leucocytaire a la Iésion et favorise
la migration des VSMCs et le remaniement vasculaire. La production d’IL-1p résulte du
clivage de la pro-IL-1p par la capsase-1 et est particuliérement active au sein des plaques
d’athérome puisque les cristaux de cholestérol qu’elles contiennent activent massivement
I’inflammasome NLRP3, lequel supporte D’activit¢ de la caspase-1. C’est donc tout
naturellement qu’IL-1B s’est imposée comme une cible potentielle de nouvelles thérapies
pour lutter contre 1’athérosclérose. Parmi elles, le canakinumab, anticorps monoclonal
humanisé de type IgG1 dirigé contre IL-1B, a montré des effets prometteurs lors de 1’étude
CANTOS en réduisant de 15% le risque de récidive d’infarctus du myocarde, d’apparition
d’AVC ou de déces des suites d’un événement cardiovasculaire 2. L’inflammation est donc

au cceur du phénomene athéromateux.

Le récepteur LXR est connu pour réguler ’homéostasie du cholestérol notamment en
favorisant 1’efflux de cholestérol intra-cellulaire par le transporteur ABCALl. Une
accumulation de cholestérol est en effet toxique pour la cellule puisqu’elle favorise la
formation de cristaux de cholestérol et de cholestérol oxydé qui entretiennent 1’activation de
I’inflammasome NLRP3 et la production cytokinique. En modulant ainsi la balance du
cholestérol, le récepteur LXR contribue donc indirectement a atténuer la réponse
inflammatoire au cours de 1’athérosclérose. Mais plusieurs études ont a présent démontré que
le récepteur LXR est également directement impliqué dans la réponse inflammatoire des
cellules. Neanmoins, ces travaux divergent quant aux effets de LXR, anti-inflammatoires ou
pro-inflammatoires, effets qui semblent étre fortement dépendants de I’espéce. Deux
mécanismes aux effets anti-inflammatoires ont ainsi pu étre decrits chez la souris : i) la
sumoylation et la répression active des génes de I’inflammation 3213t ii) la déplétion des
membranes en cholestérol et la répression de la voie des TLRs 2%, A I’inverse, une étude

conduite chez ’Homme rapporte que les agonistes LXR potentialisent la réponse des
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macrophages au LPS via une induction du récepteur TLR4 et une amplification de la voie NF-
kB 210 Le site de liaison de LXR, LXRE, a en effet ét¢é mis en évidence au niveau du
promoteur du gene TLR4 chez I’Homme mais demeure absent du promoteur Tlr4 chez la

souris.

L’objectif de ce travail est donc de mieux caractériser la réponse inflammatoire des
macrophages lors d’une stimulation des récepteurs LXR et I’effet d’un tel traitement sur
I’activation de la voie des TLRs. Nous espérons ainsi mieux caractériser les mécanismes
moléculaires qui relient LXR et inflammation et qui pourraient alors expliquer les différences

observées entre macrophages humains et murins.
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II. A Liver X-Receptor- Hypoxia inducible factor la interplay

potentiates interleukine 1 production in human macrophages.

A Liver X-Receptor-Hypoxia inducible factor 1a interplay potentiates

interleukin-1p production in human macrophages.
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Abstract :

Aims: Low-grade inflammation is constitutive of all stages of atherosclerosis and anti-
inflammatory therapy inhibiting interleukin-1p (IL-1p) significantly reduces the rate of
recurrent cardiovascular events. While cholesterol accumulation in atheroma plaque and
macrophages is a major driver of the inflammatory process, the role of the cellular cholesterol
sensors Liver X receptors (LXRs) in the regulation of IL-1B production in human

macrophages remains to be clarified.

Methods and Results: Murine and human macrophages were treated with LXR agonists for
48h before Toll-Like Receptor (TLR) stimulation. Unexpectedly, we observed that, among
other cytokines, LXR agonists selectively increase IL1 mRNA levels independently of TLR
activation. This effect, restricted to human macrophages, was mediated by the activation of
HIFlo by LXRs. Accordingly LXR agonists also potentiated other HIF1o-dependent
pathways such as glycolysis. Moreover, activation of LXR coupled with the induction of
TLR2 by Pam3CSK4 and ATP-mediated activation of inflammasome resulted in an increased
secretion of mature IL-1B by macrophages. Treatment of human macrophages with extracts
from carotid plaque samples led to a marked induction of IL1B gene expression in an LXR-
dependent manner. Finally, we showed that IL-1B colocalizes with HIFla and LXRa in

macrophage-infiltrated regions of atheroma plaques from human carotid arteries.

Conclusion/perspectives: This work shed lights on a LXR-regulated pathway involved in the
production of interleukin 1B by human macrophages. Thus, our work discloses a novel
mechanism by which cholesterol and oxysterols trigger inflammation in atherosclerosis. This

brings up new perspectives to target IL-1p production in atherosclerotic patients.

Key words: Liver X receptors, Interleukin 1 beta, Hypoxia inducible factor 1 alpha,

macrophages
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Introduction:

Low-grade inflammation is constitutive of all stages of atherosclerosis. While
cholesterol lowering drugs such as statins or PCSK9 inhibitors reduce the cardiovascular
morbidity and mortality, strategies aiming to inhibit inflammatory cytokines such as
interleukin 1 beta (IL-1 B) may provide additional benefits and open a new era in the field of
cardiovascular diseases (CVD).%® %3¢ Although the origins of inflammation in atherosclerosis
are multiple, cholesterol accumulation in atheroma plaque and macrophages appears to play a
prominent role in the inflammatory process.?*” For instance, cholesterol carriers such as
oxidized low density lipoproteins (oxLDLs) stimulate toll like receptors (TLRs) signaling
pathways while cholesterol crystals activate inflammasome and subsequent release of IL-1[]
from macrophages.?® 2 Liver X receptors (LXRs) represent an essential link between
cholesterol accumulation and inflammatory response in macrophages.?*® These nuclear
receptors are activated by cholesterol derivatives such as oxysterols and desmosterol,
compounds that accumulate in cells after cholesterol loading.?*! 242 In turn, LXRs activate
genes that limit cholesterol accumulation by stimulating cholesterol efflux and inhibiting
cholesterol uptake. Interestingly, LXRs also modulate the inflammatory response of
macrophages by several distinct mechanisms. First, it was shown that LXRs suppress the
expression of NF-kB and AP-1 responsive genes by a trans-repression mechanism common to
other nuclear receptors such as PPARs and involving a ligand-dependent sumoylation.? 244 A
recent study also suggested that the anti-inflammatory activity of LXRs is related to their
ability to inhibit TLR/Myd88 signaling through ABCA1-dependent cholesterol depletion of
lipid rafts.2*> While the anti-inflammatory effects of LXRs have been mainly demonstrated in
mice, the paradigm in human macrophages is more complex. Indeed, the lipopolysaccharide
(LPS) receptor TLR4 is a LXR target in human but not in murine macrophages.?*® As a
consequence, while the anti-inflammatory potential of LXRs can be preserved to some extend
in human macrophages®*!, long term exposure of human macrophages to LXR agonists leads
to a potentiation of the LPS response.?*® Beyond TLR4, the modulation of other inflammatory
pathways by LXRs in human macrophages remains to be explored. Particularly, TLR2 is

endowed with a predominant role in triggering inflammation in the atheroma plaque.?*’

Therefore, we aimed to investigate the impact of LXRs on the inflammatory response
of human and murine primary macrophages stimulated by TLR4 and TLR2 agonists with a

specific emphasis on IL-1 B expression in the context of human atherosclerosis.
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Materials and Methods

Reagents

Macrophage-Colony Stimulating Factor (M-CSF) was purchased from Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach, Germany). GW3965, FM19G11, diméthylsulfoxyde, adenosine 5’-
triphosphate disodium salt hydrate, lipopolysaccharide (E.coli 055:B5) and GSK2033 were
purchased from Sigma-Aldrich laboratories (St Louis, MO, USA). T0901317 was obtained
from Cayman chemical (Ann Arbor, Michigan, USA). Pam3CSK4 was purchased from
InvivoGen (San Diego, California, USA). Atheroma plaque samples were obtained from
patients undergoing carotid endarterectomy at the Department of Cardiovascular Surgery at
the University Hospital of Dijon (Burgundy, France) (MASCADI STUDY NCT03202823).
All patients provided an informed consent and the study was approved by the local ethic

committee.
Cell Culture

Human Peripheral-blood Monocytes were obtained from healthy donors with informed
consent, provide in accordance with the Declaration of Helsinki by the Etablissement Francais
du Sang (Besancon, France). Mononuclear cells were isolated by Ficoll gradient
centrifugation and monocyte negative selection was performed via magnetic activated cell
sorting using the Monocyte Isolation Kit Il (Miltenyi Biotec, Bergish Gladbach, Germany)
according to the manufacturer’s instructions as previously described.?*® WT mice on pure
C57BI6J background were used for the study. Bone marrow cells were isolated from tibias
and femurs. All of the experimental procedures were conducted in accordance with the local
guidelines for animal experimentation. Protocol no. 2017010214489525 v2#8381 was
approved by the Animal Care and Use Committee of the University of Burgundy. Human or
murine monocytes were differentiated into macrophages for 6 days with 100ng/mL of M-CSF
into RPMI medium supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS) in 5% CO2 and 37°C.
On day 6, macrophages were treated with or without 1uM of synthetic LXR agonist GW3965
for 48 hours and then with or without 100 ng/ml of TLR2 agonist Pam3CSK4 or 100 ng/ml of
LPS for 4 hours.

For transfection experiment, on day 6, macrophages were transfected with negative
SsiIRNAs (Ambion, Invitrogen) or siRNA for NR1H3 (Ambion, Invitrogen) (ID: s19568) or
SIRNA for HIF1A (Ambion, Invitrogen) (ID: s6541) using Lipofectamine® RNAIMAX

(Invitrogen, Carlsbad, California, USA) according to the manufacturer’s instructions. During
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transfection cells were treated with or without 1uM of synthetic LXR agonist GW3965 for 48
hours and then with or without 100 ng/ml of TLR2 agonist Pam3CSK4 or 100 ng/ml LPS.

For plaque extracts used in cells treatment lipid rich cores of plaque samples were
carefully dissected under aseptic conditions and were homogenized with 3 volumes of cold
NaCl 150 mmol/L and briefly sonicated. Macrophages were treated with whole homogenate
(1% v/v in cell culture medium) for 48 hours with or without 1uM GSK2033.

Real time PCR Analysis:

Total RNA was extracted using RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden,Germany)
according to the manufacturer's instructions. 100 ng of total RNA was reverse transcribed
using M-MLV Reverse Transcriptase, random primers and RNaseOUT inhibitor (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA). cDNA obtained were quantified by real time PCR using SYBR
Green RT-PCR Kit (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) and using a StepOne Plus Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, California, USA). AACt method was used to
determine the relative mMRNA levels of each gene and Ct were normalized using Cyclophilin
A mRNA levels for human and GAPDH mRNA levels for mouse. Sequences of the different

primers used are available upon request.

Western Blotting:

Total cellular protein extract were prepared with RIPA buffer and protease inhibitor
cocktails as previously described.?*® Protein lysates were separated by Sodium Dodecyl
Sulfate gel electrophoresis (SDS PAGE) and transferred to nitrocellulose membrane
(Schleicher and Schuell, Keene, NH). After incubation for 2 hours at RT with 5% nonfat milk
in Tris-buffered saline (TBS)-0.1% Tween 20, membranes were incubated overnight with the
primary antibody Human IL-1 beta (AF201SP, 1IgG goat polyclonal, RD
Systems,Minneapolis, USA) 1/500 diluted in 1% BSA-TBS-Tween, washed, incubated with
the secondary antibody HRP-conjugated polyclonal goat anti-mouse immunoglobulins (Dako,
Glostrup, Denmark) for 30 min. at RT, and washed again before analysis with luminol reagent
Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA).
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Seahorse XFe96 Glycolysis Analysis:

Proton exchange rate (PER) in macrophages were measured at 37 °C using the
Seahorse XFe96 Extracellular Flux Analyser instrument (Agilent, Santa Clara, CA) and the
XF Glycolytic Rate Assay Kit ( Agilent Part number 103344-100). Briefly, after treatment
with or without 1uM synthetic LXR agonist GW3965 for 48 hours, cells were seeded in a 24-
well culture plate XFe96 FluxPak at a density of 30,000 cells per well for 24 h in the same
medium and treated or not with 100 ng/ml TLR2 agonist Pam3CSK4 for 4 hours. Cells were
then changed to XF DMEM Base Medium without Phenol Red (Agilent Part number 103335-
100) supplement with 5 mMHEPES, 10 mM glucose,1 mM sodium pyruvate, 2 mM
glutamine, pH 7.4 at 37°C. After cells incubated for 1 h at 37 °C in a non-CO2 incubator,
respiration and acidification of the medium was measured before and after the injection of
two compounds: 0.5 uM rotenone + 0.5 uM antimycin A (first injection) and 50 mM 2-deoxy-
D-glucose (second injection). Experiments were performed in real time in eight replicate
wells for each cell line. PER, OCR and ECAR were automatically calculated by the Seahorse
XFe96 software.

Biochemical Analysis

Total HIF-1a concentrations were determined by a commercially available ELISA Kit
(Human/Mouse Total HIF-1a, DYC1935-2, RD Systems, Minneapolis, USA) in accordance
with the manufacturers’ protocols. Cytokine medium levels were measured by BD™
Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflammatory Cytokines Kit according to the
manufacturer’s protocols, and using a Flow Cytometer FACSCanto-123 apparatus (BD
Biosciences, New Jersey, USA), and by commercially available ELISA Kit for IL-13 (Human
IL-1 beta ELISA Kit, RAB0273-1KT, Sigma Aldrich, Saint-Louis, MO,USA).

Immunohistological analysis of carotid plaques

The plaque samples were fixed in neutral buffered formalin, dehydrated in graded
alcohols, cleared in xylene and embedded in paraffin.Slices of 5 um thick were deposited on
slide to achieve a hematoxylin—eosin staining and immunohistochemical analysis. Automated
immunohistochemistry (Leica BondMax) was performed using standard procedures on serial
sections of plaques. The following antibodies were used: LXRa/NR1H3 antibody (OTI1A5)

91



(NBP2-46220, mouse monoclonal, 1/200 (Novus Biologicals, Littleton, CO, USA), anti-HIF-
1 alpha (EP1215Y) (ab51608 rabbit monoclonal 1/100) (Abcam, Cambridge, RU), CD68 (14-
0688-82, mouse monoclonal, 1/200) (Invitrogen, Carlsbad, USA), anti-human IL-1p azide
free (Clone B-A15) (855.010.005, mouse monoclonal IgG1, 1/50) (Diaclone, Besangon,
France).

Immunofluorescence imaging

Characterization and localization of HIF-1a protein in macrophages were further
verified by immunofluorescence imaging. Briefly, the macrophages growing in Labtech
culture chamber were washed in PBS and fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) (4°C, 30min).
After fixation cells were permeabilized 10 min using 0.2% Triton X-100 in PBS, washed in
PBS and then blocked for 1 hour in 20% of PBS-Foetal Bovin Serum (FBS) (Gibco, Fisher
Scientific, New Hampshire, USA). Immunolabellings were then processed. For human HIF-
la staining, a mouse monoclonal anti- HIF-1a antibody (clone 54-HIF-10, BD Biosciences,
New Jersey, USA) (1:500 in 20% of PBS-FBS) was added, for murine HIF-1a staining a
rabbit polyclonal anti-HIF-1a antibody (NB100-134SS, Novus Biologicals, Littleton, CO,
USA) was added, and cells were incubated 1h at room temperature. After washing three time
with 20% of PBS-FBS, macrophages were incubated for 45 min in the dark with an Alexa-
Fluor 568 goat anti-mouse 1gG1 antibody (Life Technologies, Saint Aubin, France) (1:500 in
20% of PBS-FBS) or goat anti-rabbit 1gG1 antibody (Life Technologies, Saint Aubin, France)
(1:500 in 20% of PBS-FBS) and wash three time with 20% of PBS-FBS. Cells were then
incubated in the dark overnight at 4°C with a combination of Alexa-Fluor 488 Phalloidin
(Life Technologies, Saint Aubin, France) (1:500 in 20% of PBS-FBS) to stain F-actin and 4'6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Life Technologies, Saint Aubin, France) (1 pg/ml in 20%
of PBS-FBS) to stain nuclei. Cells were finally washed three time in PBS and one time in
dH20 and mounted using ProLong® Gold antifade reagent (Life Technologies, Saint Aubin,
France). Slides were examined with a BX51 epifluorescence microscope (Olympus) coupled
with the ‘CellF’ software and using the objective ‘UPlanFL 60x/1.25 oil’. All captured
images were exported to ImageJ for figure assembly.
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Microarray Procedures
RNA Amplification and Labeling:

Human total RNA was isolated with the use of Trizol (Sigma-Aldrich). Sample
labeling was performed as detailed in the “One-Color Microarray-Based Gene Expression
Analysis protocol (version 5.5, part number G4140-90040). Briefly, 1 pug of each total RNA
samples was used for the amplification and labeling step using the Agilent Low RNA Input
Linear Amp Kit (Agilent Technologies) in the presence of cyanine 3-CTP (Perkin Elmer).
Yields of cRNA and the dye incorporation rate were measured with the ND-1000

Spectrophotometer (NanoDrop Technologies).
Hybridization of Agilent Whole Human Genome Oligo Microarrays:

The hybridization procedure was performed according to the the “One-Color
Microarray-Based Gene Expression Analysis protocol (version 5.5, part number G4140-
90040) using the Agilent Gene Expression Hybridization Kit (Agilent Technologies). Briefly,
1.65 pg Cy3-labeled fragmented cRNA in hybridization buffer was hybridized overnight (17
hours, 65 °C) to Agilent Whole Human Genome Oligo Microarrays 4x44K using Agilent’s
recommended hybridization chamber and oven. Following hybridization, the microarrays
were washed once with 6x SSPE buffer containing 0.005% N lauroylsarcosine for 1 min at
room temperature followed by a second wash with preheated 0.06x SSPE buffer (37 °C)
containing 0.005% NIlauroylsarcosine for 1 min. The last washing step was performed with

acetonitrile for 30 sec.

Scanning and data analysis: Fluorescence signals of the hybridized Agilent Microarrays were
detected using Agilent’s Microarray Scanner System (Agilent Technologies). The Agilent
Feature Extraction Software (FES) was used to read out and process the microarray image
files. For determination of differential gene expression FES derived output data files were
further analyzed using the Rosetta Resolver gene expression data analysis system (Rosetta

Biosoftware). The data discussed in this

publication have been deposited in NCBI's Gene Expression Omnibus and are accessible
through GEO Series accession number GSE13407
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE13407).
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ChlIP sample preparation.

Human primary macrophages were crosslinked with 1% formaldehyde in PBS for 10
min.The reaction was stopped with glycine at a final concentration of 0.125 M for 5 min.
Approximately, 10-20 x 10° cells were used for HIF-1 alpha and H3ac. Cells were spun down
and rinsed with cold PBS two times. Nuclei were isolated using lysis buffer 1 (PIPES 500mL,
KCL 80mM and IGEPAL 1%) and lysis buffer 2 (SDS 0.1%, EDTA 10mM, pH 8.1, and
TrisHCL 50mM, pH 8.1), and subsequently sonicated over 45 min (30 s ON/OFF) in the
Bioruptor Plus (Diagenode), to generate DNA-fragment sizes of 0.2-0.5 kb. Dynabeads® M-
280 Sheep anti-Rabbit IgG or Sheep anti-Mouse IgG were incubated O/N with the antibodies.
Each lysate was immunoprecipitated with the following antibodies: anti-HIF-1 alpha
(Novusbio NB100-105, 5 pg), and anti-H3ac (Active Motif 61637, 10 pg). After several
washings, the beads were incubated with the sonicated chromatin O/N.On the next day, the
samples were washed with RIPA buffer (50 mM HEPES-KOH pH 7.5, 200 mM NacCl, 500
mM LiCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 0.7% Na-deoxycholate) six times, once with TBS (20
mM Tris-HCI pH 7.6, 150 mM NaCl), and the immune-bound chromatin was eluted in the
elution buffer (SDS 0.1%, NaHCO3 100mM, Tris-HCL 20Mm, EDTA 5mM, NaCl 50mM).
The samples remained at 65 °C O/N to reverse the formaldehyde crosslinking. After RNAse
A (ThermoFisher) and proteinase K (ThermoFisher) treatments, the immunoprecipitated DNA
was purified using the ChIP DNA Clean & Concentrator Capped Zymo-Spin | (Zymo
Research) purification kit. RT-gPCR was performed using the QuantStudio 3 Real-Time
PCR Systems (ThermoFisher Scientific). g°PCR on ChlIP input were used for normalization of
each sample result. Primers used for the ChIP-PCR are the followings: Human IL1B HRE :
reverse : ATCGTTGTGCAGTTGATGTCCA and forward :
TGTGTGTCTTCCACTTTGTCCCA

RNA sequencing analysis.

Macrophages from 3 donors each exposed to 3 distinct plaque homogenates with or
without GSK2033 were used for RNA sequencing. Total RNA were prepared by using
Qiagen RNA easy kits. mRNA purification from total RNA and library preparation were
performed with the NEBNext Ultra RNA Library Preparation Kit with poly-A selection
according to the manufacturer protocols. Libraries were sequenced with 2x150bp paired-end
reads on an Illumina HiSeq. Sequence reads were trimmed to remove possible adapter

sequences and nucleotides with poor quality using Trimmomatic v.0.36. The trimmed reads
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were mapped to the Homo sapiens GRCh38 reference genome using the STAR aligner
v.2.5.2b. Unique gene hit counts were calculated by using featureCounts from the Subread
package v.1.5.2. Only unique reads that fell within exon regions were counted. After
extraction, the gene hit counts table was used for downstream differential expression analysis.
Using DESeq2, a comparison of gene expression between the groups of samples was
performed. The Wald test was used to generate p-values and log2 fold changes. Genes with an
adjusted p-value < 0.05 and absolute log2 fold change > 1 were called as differentially
expressed genes for each comparison. Correction for multiple comparison was performed
using the Benjamini-Hochberg Procedure with an FDR at 5%. Significantly enriched gene
ontology terms were calculated by using differentially expressed genes by using Metascape

(www.metascape.org) 24 and DAVID 2*°, The data discussed in this publication have been

deposited in NCBI's Gene Expression Omnibus.
Sterol quantitation by GCMS:

Total lipids were extracted according to the method of Folch et al. ®'Lipid standards
(25-OH-cholesterol-d6; 27-OH-cholesterol-d6; 7-a-OH-cholesterol-d7; 7-B-OH-cholesterol-
d7; 7-keto-OH-cholesterol-d7; lanosterol-d6; epicoprostanol) were obtained from Avanti
Polar Lipids (Coger SAS, Paris, France). LC-MS/MS quality grade solvents were purchased
from Fischer Scientific (llIkirch, France). Other chemicals of the highest grade available were
purchased from Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France).

Homogenates from plaques were crushed with NaCl 0.9% to obtain a plaque
concentration of 0.33mg/uL. A volume of sample corresponding to 15mg of tissue was
saponified for 45mn at 56°C with 60uL of potassium hydroxide 10mol/L and 1.2 mL of
ethanol ethanol-BHT (50mg/L) containing 20uL of standard-intern mix (pg/sample: 0.2 (25-
OH-cholesterol-d6); 0.4 (27-OH-cholesterol-d6); 0.5 (7-a- OH-cholesterol-d7; 0.5 (7-B-OH-
cholesterol-d7); 1 (7-keto-OH-cholesterol-d7); 1 (lanosterol-d6); 100 (epicoprostanol)).
Sterols were extracted with 5SmL of hexane and 1mL of water. After evaporation of the
organic phase, sterols were derivatized with 100uL of a mixture of
bis(trimethylsilyDtrifluoroacetamide/ trimethylchlorosilane 4/1 v/v for one hour at 80°C.
After evaporation of the silylating reagent 100 pL of hexane were added. Trimethylsilylethers
of sterols analysis was performed by GCMS in a 7890A gas chromatograph coupled with a
5975C Mass Detector (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Separation was
achieved on a HP-5MS 30m x 250um column (Agilent Technologies) using helium as carrier
gas and the following GC conditions: injection at 250 °C using the pulsed split, oven
temperature program: initial temperature 150 °C up to 280°C at a rate of 15°C/min, up to
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290°C at a rate of 1°C/min for 2 min. The MSD was set up as follow: El at 70 eV mode,
source temperature at 230°C. Data were acquired in SIM mode using following quantitation
ions (m/z): 131.1  for 25-OH-Cholesterol; 137.1 for 25-OH-Cholesterol d6; 145.1  for
24(S)-OH-Cholesterol; 151.1 for 24(S)-OH-Cholesterol d6; 343.3 for Desmosterol; 368.3 for
Cholesterol; 370.3 for Epicoprostanol; 375.3 for Cholesterol d7; 399.4 for Lanosterol d6;
417.4 for 27-OH-Cholesterol; 423.4 for 27-OH Cholestrol-d6; 456.4 for 7a - 7p Cholesterol,
463.5 for 7a. - 7B Cholesterol d7; 472.4 for 7-keto-cholesterol; 479.4 for 7-keto-cholesterol
d7. A calibration curve was obtained with cholesterol standard (Sigma Aldrich, Saint-
Quentin Fallavier, France, C8667) and desmosterol standard (Sigma Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier, France, D6513) using the same method used for samples.

Statistical analysis

Data are presented as the means of three independent determinations +/-S.D.
Comparisons among groups were made using Prism software (GraphPad). Statistical

significance is defined as P < 0.05.
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LXR activation increases IL1- B expression in human primary macrophages stimulated
by a TLR2 agonist.

Murine bone marrow-derived macrophages (mBMDMs) and human monocytes-derived
macrophages (hMDMs) were differentiated in parallel for 8 days in the presence of M-CSF
(Macrophage-Colony Stimulating Factor). After 6 days of differentiation, macrophages were
treated with GW3965, a specific LXR agonist, at 1 uM (Figure 1A). Expression of TLR2 and
TLR4 was assessed at the end of the differentiation period. As previously described, LXR
agonist treatment induces a significant increase in TLR4 mRNA levels in hMDMs, but not in
mBMDMs (Figure 1B). By contrast, TLR2 mRNA levels remained unchanged after LXR
agonist treatment either in human or murine macrophages (Figure 1B).

Differentiated macrophages were activated by TLR4 (LPS) and TLR2 (Pam3CSK4) agonists
and the inflammatory response was assessed at the transcriptional level 4 hours after TLR
activation (Figure 1A) by measuring IL1p and TNFa mRNA levels. As previously described,
LXR agonist pre-treatment exerts a pronounced anti-inflammatory effect in murine
macrophages and inhibits both IL-1p and TNFa response in LPS-stimulated macrophages. A
similar observation was made with Pam3CSK4 but to a lesser extent (Figure 1C). As
expected, GW3965 treatment potentiated the LPS response of human macrophages with
significant increases in IL1p and TNFa mRNA levels, likely due to LXR-mediated TLR4
induction. The most interesting observations came from LXR agonist-conditioned human
macrophages stimulated with Pam3CSK4 with opposite effects of LXR activation on the
TNFa and IL-1P responses. While TNFa mRNA levels tended to be decreased by LXR
agonist pre-treatment, IL1p mRNA levels were robustly induced in LXR agonist-treated
macrophages (Figure 1C). A similar effect of LXR activation on IL-1p was also observed
with classically activated macrophages differentiated in the presence of GM-CSF (Figure S1),
while no impact of LXR agonist was observed on IL18 mRNA levels in THP-1 cells, a widely

used human monocytic cell line (Figure S1).

IL-1 B induction by LXR is selective and independent of TLR2 activation.

To further explore the mechanisms leading to the induction of IL1 B gene expression by LXR
agonist conditioning, primary human macrophages from eight donors were differentiated as
described in figure 1A. The effect of LXR agonist on IL1B gene expression was measured at
basal state or after exposure to Pam3CSK4. As shown in figure 2A, in seven donors out of
eight, 48h conditioning with LXR agonist induces a significant increase in IL1p mRNA levels
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in the absence of any TLR activation. A similar impact of LXR treatment was also observed
in macrophages stimulated with Pam3CSK4 (Figure 2B). Although the IL13 mRNA levels
were considerably lower in control macrophages, the magnitude of IL-1p induction by LXR
agonist treatment was similar in control and Pam3CSK4-treated cells. In other words, our data
suggest that LXR agonists do not affect TLR2 signaling pathways but rather selectively
upregulate IL1B gene expression. In agreement with this assumption, no impact of LXR
activation was observed on the gene expression of the inflammatory cytokines TNFa, IL6 or
MCP1 (Figure S2). Indeed, LXR activation rather resulted in the inhibition of TNFa gene
expression (Figure S2). As expected, activation of LXR with steroidal (22R OH-cholesterol)
or other synthetic LXR agonists (T0901317) triggered a rise in IL1 mRNA levels but not in
TNFo mRNA levels (Figure 2C and S3A). At the opposite, LXR inhibition with siRNA
targeting LXRo, the major LXR isoform in human macrophages (Figure S3C), or with
GSK2033, a synthetic LXR antagonist?®®? abolished the induction of IL-1f mediated by
GW3965 pretreatment (Figure 2D-E). Again, not induction was observed with TNFa (Figure
S3B and D). Importantly, changes in IL13 mRNA levels translated into an increase in the pro-
IL-1B protein levels in LXR agonist-conditioned Pam3CSK4-stimulated cells (Figure 2F).
Noteworthy, pro-IL-13 was not detected without Pam3CSK4 stimulation. As previously
described, in the absence of inflammasome activation, mature IL-1p was secreted only at very
low levels in the extracellular medium by human macrophages (Figure 2G and Figure S3E).
By contrast, exposure to ATP markedly induced its extracellular release. Strikingly, this event
was drastically enhanced upon LXR conditioning (Figure 2G). No impact of LXR stimulation
was observed for TNFa and IL6 secretion (figure S3E). Thus, these data demonstrated that the
induction of IL-1p by LXRs at the transcriptional level translated into an increased secretion
of mature IL-1B by human macrophages following TLR stimulation and inflammasome

activation by ATP.
LXR-HIF1a pathway drives IL1p induction

We sought to identify the factors potentially involved in the differential regulation of TNFa
and IL-1p by LXRs and to explain the discrepancies between murine and human
macrophages. We turned our attention to the transcription factor HIFla. Indeed IL1-f is a
HIF1o-target?®® and it has been shown that HIF 1o contributes to the LPS-mediated induction
of IL-1B in macrophages but has no impact on TNFa expression.®* Moreover, LXR and
HIF 1o have been shown to cooperate to promote lipogenesis in macrophages.?® Interestingly,

a first transcriptional approach revealed that HIF/a mRNA levels were increased after LXR
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agonist treatment of human macrophages at basal state level as well as in combination with
Pam3CSK4 (Figure 3A). As expected, TLR2 agonist induced an increase in HIFla mRNA
levels in control and LXR-treated macrophages (Figure 3A). At the protein level, these
observations were confirmed by ELISA (Figure 3B). Importantly, LXR-mediated induction of
HIF1o. mMRNA levels was absent in mBMDMs (figure 3A). Higher nuclear and cytoplasmic
HIFla staining was observed by immunofluorescence analysis in LXR and/or Pam3CSK4
treated human macrophages as compared to control macrophages (Figure 3C). By contrast, no
LXR agonist-mediated change was observed in murine macrophages where Pam3CSK4
slightly increases HIF 1 a staining, as expected (Figure S4A).

To determine whether HIF1a was involved in the LXR-mediated induction of IL-1p gene
expression, we neutralized HIF1o with either a pharmacological inhibitor (FM19G11)%® or
siRNAs. In both cases, HIF1a inhibition abolished the impact of LXR on IL-1B expression
(Figure 3D and E and S4B). Thus, our data demonstrate that LXR-mediated HIF 1a induction
is responsible for the increase in IL1p mRNA levels.

Increased HIF1a activity poised IL-1p for subsequent TLR-induction.

To decipher the molecular basis of the LXR/HIF1la mediated induction of IL-1B, human
macrophages were exposed to LXR agonist for 6h or 48h before TLR2 stimulation.
Interestingly, 6 hours conditioning with GW3965 tend to inhibit IL-1B expression both at
basal level and upon Pam3CSK4 activation. By contrast, exposure of 48h restored the
upregulation of IL1p gene expression induced by LXR (Figure 4A). The HIFla expression
pattern was different with a significant induction observed as early as 6h after exposure to
various LXR agonists (Figure 4B and Figure S5). Therefore, the enhancement of HIF1a gene
expression mediated by LXR precedes the induction of IL-1. This does not argue in favor of
a direct regulation of IL-1p by LXRs. Consequently, we explored potential HIF1a-dependent
epigenetic changes in IL1B gene promoter. Histone 3 acetylation around the hypoxia
responsive element (HRE) of the IL1B promoter was assessed by chromatin
immunoprecipitation. In line with our hypothesis, a significant enrichment in H3 acetylation

was observed after the exposure of human macrophages to an LXR agonist (Figure 4C).

LXR agonists potentiate HIF1a signaling in human macrophages.
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LXR-mediated regulation of HIF1a could theoretically affect other HIF 1a-regulated pathways
beside IL-1pB. To test this hypothesis we reanalyzed transcriptomic data previously published
by our group ?*® of human monocytes treated for 48h with T0901317, a potent LXR activator.
In two independent donors, we observed that several HIF1a target genes including IL1p were
positively regulated by T0901317 (Figure 5A and 5B). Regulated genes were involved in
angiogenesis (VEGFA, CxCR4) and glycolysis pathways (GLUT1, HK2, PDK1, PFKB3).
These observations were confirmed by gene set enrichment analysis using Metascape, the
HIF1loa-regulated pathways noted by the GO terms “angiogenesis” and “cellular carbohydrate
metabolic process” were significantly enriched by T091317 treatment (Figure 5C). KEGG
pathway “HIF1a pathway” was also significantly enriched according to DAVID (not shown) .
These data, obtained in human monocytes, were confirmed in GW3965-exposed human
macrophages. As depicted in Figure 5D, exposure to GW3965 leads to a significant rise in
GLUT1, HK2, VEGFA, CxCR4 mRNA levels. GLUT1 and VEGF were previously described
as LXR targets 25" 258 Here, we assessed the contribution of HIFla in this LXR-mediated
gene regulation. Interestingly, HIF 1a knock-down significantly reduced the mRNA levels of
GLUT1, HK2, VEGFA and CxCR4 in LXR agonist-treated cells while it had almost no effect
in control cells. This suggests that HIFlo substantially contributed to the LXR-mediated
induction of these genes (Figure 5E). An opposite picture was observed in mBMDMs, where
LXR-mediated increase of glycolysis genes was absent (Figure S6). This further strengthens
the differential response between human and murine macrophages. Finally, we measured the
glycolytic activity of human and murine macrophages stimulated with Pam3CSK4 in
combination with GW3965 or not (Figure 5F and G). At basal settings, human macrophages
display a low glycolytic rate. Pam3CSK4, GW3965 or GW3965/Pam3CSK4 sequential
stimulation, markedly induced it. While the induction of glycolysis following TLR agonist
stimulation was quite expected, to our knowledge our results indicate for the first time that
LXR activation promotes glycolysis in primary human macrophages. The picture was very
different in mouse macrophages. Indeed, while TLR2 agonist promoted as expected a marked
increase in the glycolytic activity of macrophages, GW3965 treatment strongly inhibited
glycolysis either in control or in Pam3CSK4-treated cells (Figure 5G).

Human carotid plaque samples increase IL-1p expression in an LXR-dependent manner
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Human atherosclerotic plaques contain a complex mixture of oxidized lipids such as
oxysterols, fatty acids and retinoids which are able to activate, among other pathway the
LXR/RXR axis.?*® In order to mimic the settings of the plaque, human primary macrophages
were exposed to homogenates prepared from human atheroma plaques. Plague homogenates
were added to the culture medium at 1/100 and they were incubated for 48h with
macrophages with or without the LXR antagonist GSK2033. As previously reported®®,
plague homogenates markedly induced LXR-regulated genes including ABCA1 and ABCG1
(Figure 6A and Figure S7A). This induction was significantly attenuated in the presence of
GSK2033, a selective LXR antagonist (Figure 6A and Figure S7A). Strikingly, plaque
homogenates markedly induced the gene expression of IL1p by 10 to 100-fold as compared to
control samples. Again, this effect was blunted by GSK2033, further supporting the
involvement of LXR signaling (Figure 6A). Interestingly, plague homogenates also slightly
induced HIF1oo MRNA levels (Figure 6A) and HIF1a mRNA levels strongly correlated with
the induction of IL1p gene expression (Figure S7B). At the opposite, healthy carotid samples
had no impact on IL13 mRNA levels (figure S7C). Interestingly, while 48h exposure to
plaques samples did not affect 7TNFa mRNA levels, GSK2033 weakly induced TNFa in
macrophages exposed to plague homogenates (Figure S7A). Preincubation of macrophages
with plague homogenates also potentiated IL-1p response following TLR2 stimulation but did
not induce TNFa (Figure 6B and Figure S7D).

To confirm our results with an unbiased approach, we performed a whole transcriptome
analysis by using RNA sequencing of human macrophages incubated with plaque samples for
48h with or without GSK2033. Plague treatment resulted in the significant induction of 426
genes, among them LXR targets such as ABCA1, ABCG1, RARA, CD82 and NR1H3 were
highly induced (Figure 6D and 6E). Importantly, IL1p was amongst the 100 most induced
genes. Gene set enrichment analysis revealed that the major pathways enriched were involved
in cell migration, cellular response to LPS and lipids (Figure 6C). HIFla pathway was also
significantly enriched (Figure 6C) with HIFla target genes involved in glycolysis such as
HK2, HK3, SLC2A1 and PFKB. As expected, genes involved in cholesterol synthesis were
markedly down-regulated by treatment with plaque samples (Figure S8A). Combined
exposure of macrophages to atheroma plaque samples and GSK has a limited impact as
compared with plaque exposure alone with 56 transcripts downregulated and 7 transcripts
upregulated (Figure 6D and S8B). Interestingly, ABCG1, ABCA1 and IL-1p were present
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among the 29 genes that were significantly induced by plaque exposure and inhibited by
GSK2033 (Figure 6 D and 6E).

We characterized 27 plaques samples by a targeted lipidomic analysis of sterols, clinical
parameters of patients are given in Table S1. As expected, samples contained high amounts of
cholesterol and oxidized sterols, notably 27-OH cholesterol (Figure 7A and S9A). Oxysterol
content of the plaques (including 27 OH-, 25 OH-, 7 alpha- , 7 beta- and 7 oxo-cholesterol but
not 24 OH-cholesterol or desmosterol) strongly correlated with the ability of plaques
homogenates to induce IL-1B from primary macrophages (Figure 7B and S9B). Cholesterol
content also correlated positively with IL-1p but to a lesser extent as compared with

oxysterols (Figure S9B).

IL-1p colocalizes with HIFlo and LXRa in macrophage-rich area of human carotid

artery plaques

We examined the localization of HIFla and LXRoa in human atheroma plaques by
immunohistochemistry. All the plaque samples were strongly positive for LXRa. LXR
staining was observed in the nuclei of the cells and was predominantly localized in
macrophage-enriched area, as assessed by CD68 staining (Figure 7C). Six plaque samples out
of seven were positive for HIFla. HIFla displayed a predominant localization in
macrophages and was always associated with a positive LXRa staining (Figure 7C).
Interestingly, IL-1p was also detected in these LXRo/HIFla positive regions. By contrast,
neither HIFla nor IL-1f staining was observed in healthy area of the arteries, while LXRa
and CD68 staining was limited to a very low number of positive cells (Figure S10). Overall,
our results indicate that the regulation of IL-1p by the LXRa/HIF 1o axis is likely functional in

human atherosclerotic lesions.
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Figure 1: LXR activation differentially affects TLRs expression and cytokine response in human
and mouse macrophages. (A) General strategy used for macrophage differentiation and stimulation.
(B) Relative mRNA levels of TLR2 and TLR4 48h after GW3965 treatment without TLR activation.
*P<0.05 Vs DMSO, Student t test. (C) Relative mRNA levels of IL1p and TNFo 4h after LPS or
Pam3CSK4 stimulation.*P<0.05 Vs DMSO, Student t test. Data are expressed as means + S.D.
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Figure 2: LXR activation increases IL-1§ production in human macrophages. (A) IL1 mRNA
levels in unstimulated macrophages treated or not with GW3965 for 48h. In the left panel data are
normalized at 1 for each donor in the DMSO conditions *P<0.05 Vs DMSO, Student t test; In the right
panel relative expression levels are calculated for each donor ** P<0.01, paired t test (B) IL13 mRNA
levels 4 hours after Pam3CSK4 stimulation, same representation. (C) Relative IL1S mRNA levels in
macrophages treated with different LXR agonists. *P<0.05 Vs DMSO same stimulation conditions, 2
way anova, Sidak test. (D) Relative IL13 mRNA levels in macrophages treated with negative or LXRa
SiIRNA. *P<0.05 Vs DMSO same stimulation conditions, # P<0.05 Vs SiNeg same treatment and
stimulation conditions, 2 way anova, Sidak test. (E) Relative IL1p mRNA levels in macrophages
treated with DMSO or the LXR antagonist GSK2033. *P<0.05 Vs DMSO same stimulation
conditions, # P<0.05 Vs no LXR antagonist same treatment and stimulation conditions, 2 way anova
Sidak test. (F) Pro-IL-1p protein levels analyzed by Western blot. B actin is used as loading control.
Macrophages were differentiated and treated with GW3965 and/or Pam3CSK4 as described above and
then they were stimulated or not with ATP (3mM) for 45 min before analysis (G) IL-1p concentration
in cell supernatants determined by ELISA *P<0.05 Vs DMSO, Student t test. Data are expressed as
means = S.D.
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Figure 3: LXR-mediated HIF1a induction increases IL-1p expression. (A) HIFla mRNA levels.
Human and mouse macrophages were treated or not with GW3965 at 1 uM for 48h and were
stimulated with Pam3CSK4 or a control treatment for 4h. *P<0.05 Vs DMSO same stimulation
conditions, 2 way anova, Sidak test. (B) HIFla protein concentration in cell lysates. Human
macrophages were treated as described in (A) and HIF1a protein levels were determined by ELISA.
*P<0.05 Vs DMSO same stimulation conditions, # P<0.05 Vs unstimulated macrophages with same
LXR agonist or DMSO treatment. 2 way anova, Sidak test. (C) Representative immunostaining of
HIF1a (red). Nuclei are stained with DAPI and F-actin with phalloidin (green). Human macrophages
were differentiated and treated as describe in (A) Magnification (50um) is indicated on each picture.
(D) Relative IL1p mRNA levels in macrophages treated with DMSO or the HIFla inhibitor
FM19G11. *P<0.05 Vs DMSO same stimulation conditions, # P<0.05 Vs no HIF1a inhibitor same
treatment and stimulation conditions 2 way anova, Sidak test. (E) Relative IL1 mRNA levels in
macrophages treated with negative or HIFla SIRNA. Human macrophages were differentiated and
treated as describe in (A). *P<0.05 Vs DMSO same stimulation conditions, # P<0.05 Vs SiNeg same
treatment and same stimulation conditions. 2 way anova, Sidak test

A B
1 mm owso 107
* HIF1la
o 80{ [ GW3965 IL-1B o 8
E B Pam3CSK4 e
< s 3 Pam3csk4 + GW3ges < 6
z z
£ £ *
o 40 o 4
= = %
& 204 & 2+
*
0- 0-
6h 48h 6h 48h
C HRE H3ac

30

I DMSO

204 HE GW3965

104

Faold enrichment to CTL DMSO

DMSO GW3965

Figure 4

Figure 4: Induction of HIF1a by LXR agonists precedes IL-1p activation. (A) Relative IL13 and
HIF1a mRNA levels. Differentiated macrophages were treated with GW3965 at 1uM for 6h or 48h
before Pam3CSK4 stimulation for 4h. *P<0.05 Vs DMSO same stimulation conditions and same time
point. 2 way anova, Sidak test. (B) Relative enrichment in histone 3 acetylation near hypoxia
responsive element of the IL1B promoter. Chromatin immunoprecipitation followed by real time PCR.
Differentiated macrophages were treated w/ or w/o GW3965 at 1uM for 48h. *P<0.05 Vs DMSO,
Student t test.
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Figure 5: LXRs activate other HIF1a dependent pathways (A) Representative scatter plots for up-
and down-regulated genes in human monocytes treated with T0901317 (10 uM) for 48h.
Representative HIF 1 a target genes are highlighted in red. Dot lines represent +/- 1.5 fold changes as
compared to DMSO treated cells (B) Heat map for key HIF1a target genes compared with DMSO-
treated monocytes from two independent donors. (C) GO term analysis of up-regulated genes
according to Metascape analysis. (D) mRNA levels of HIFla target genes in primary macrophages
treated or not for 48h with GW3965 at 1 uM. * P< 0.05 Vs DMSO, Student t test. (E) mRNA levels of
HIFla target genes in Pam3CSK4-stimulated macrophages transfected with negative or HIFla
SIRNA. * P< 0.05 Vs DMSO same stimulation conditions., # P<0.05 Vs SiNeg same treatment and
stimulation conditions, 2 way anova, Sidak test. (F,G) Proton exchange rate recording of human (F)
and mouse (G) macrophages treated as described above. * P< 0.05 Vs DMSO same stimulation
conditions. 2 way anova, Sidak test.
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GO term analysis of up-regulated genes after 48h exposure to plaques homogenates according to
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Figure 7: Oxysterol content of plaques correlates with IL-1p induction and LXRa and HIFla
colocalize with IL-1p in macrophage-rich area of human atherosclerotic lesions from carotid
arteries. A) Oxysterol content in human atheroma plaques (data are expressed as nmol/mg or
pmol/mg of tissue). B) Correlation between 25-OH cholesterol levels and IL1 mRNA levels in
primary macrophages treated with same plaques homogenates (Pearson, two tailed). C) Representative
immunohistochemical staining of serial sections of human carotid arteries (N = 7) for CD68, LXRa,
HIF1a, IL-1p and negative control (without primary antibody).
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Discussion:

This work highlights a new LXR-regulated pathway involved in the production of interleukin
1B by human macrophages. Here, we demonstrate that activation of LXR induces the
transcriptional regulation of the IL1B gene through a HIFla-dependent mechanism.
Activation of LXR coupled with the induction of TLR2 by Pam3CSK4 and ATP-mediated
activation of inflammasome results in an increased secretion of mature IL-1B by
macrophages. Thus, our results disclose a novel mechanism by which cholesterol and
oxysterols may trigger inflammation in atherosclerosis and open up new perspectives

regarding the development of pharmacological LXR modulators to inhibit IL-1f production.

Because of its prominent role in the development of atherosclerosis, IL-1f production within
the atheroma plaque represents an interesting target. Among others, two important players
stand out to promote IL-1p secretion: cholesterol accumulation and the conditions of partial
hypoxia that are present in the atherosclerotic lesions 2° 20, In particular, hypoxia seems to
play a key role in the production of IL-1p; indeed, IL-1p localizes preferentially with markers
of hypoxia such as HK2 and HIF1a within human atheroma plaques?°. From a mechanistic
standpoint, compared to cytokines such as TNFa, IL-1p is a target of HIF1a endowed with
hypoxia response elements (HRES) in its gene promoter?®® 254, At the post translational level,
hypoxia increases the stability of pro-IL-1p by selectively reducing its addressing to the
autophagy machinery and also contributes to the activation of the inflammasome.?®® On their
side, cholesterol crystals activate inflammasome and play a major role in the secretion of
mature IL-1pB in the context of atherosclerosis.?®® Our results gather these two pathways and
provide a new mechanism by which cholesterol accumulation within the plaque induces the
production of IL-1B. In a pathophysiological perspective, this work highlights the ability of
atheroma plaque homogenates to activate IL-1 in a LXR-—dependent manner and the
colocalization of LXR with HIFla and IL-1B in macrophages-rich regions of atheroma

plaques.

While we observed a robust induction of HIFla following LXR agonist treatment, the
molecular basis of this mechanism needs to be further explored. An interaction between
HIF1o and LXRa in primary human macrophages as well as RAW 264.7 cells resulting in the
activation of lipogenesis and foam cell formation was reported previously.?®®> The authors
suggested that LXRo increases HIFlo protein stability by interacting with the oxygen-
dependent degradation domain of HIFla. Additionally, the transcriptional regulation of

HIFla by LXR was ruled out in this study. However, the authors did not measure HIFla
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MRNA levels in primary human macrophages following LXR activation. Therefore, this point
remains debatable. Here, we undoubtedly demonstrated a parallel increase in HIFlo. mMRNA
and protein levels in human macrophages exposed to LXR agonists. Moreover, we observed
that the LXR-mediated induction in HIF1lo mRNA and protein levels is restricted to human
macrophages. We did not find any obvious LXR responsive elements at the vicinity of the
HIF 1o gene. Moreover, chromatin immunoprecipitation databases did not revealed any LXR
binding peaks near the HIF1a gene.?! 262 However these data have been obtained in THP-1
cells and not in primary human macrophages and HIF1a was not responsive to LXR agonist
in THP-1 cells under our experimental conditions. While we cannot exclude a direct
transcriptional regulation of HIFla by LXR, other indirect mechanisms could be involved.
Interestingly HIF 1a is subject to autoregulation since human and mouse HIF/o. genes possess
a hypoxia responsive element (HRE) close to their core promoters; it was shown that this
element is strongly regulated by CpG methylation in hematopoietic cells?62 264, Therefore, we
might speculate that LXR activation could induce a post-translational stabilization of HIF1a
(either by protein-protein interaction or by an LXR-mediated ROS production?*¢) which could

result in the activation of HIFa gene through a feed forward mechanism.

Importantly, our results demonstrate that the LXR/HIFla axis is not restricted to IL-1p.
Indeed, other HIF 1a-dependent metabolic pathways are significantly activated by LXR and
display a similar human selectivity. Genes involved in glycolysis such as GLUT1 and HK2 are
strongly induced by LXR in a HIFla-dependent manner in human macrophages while LXR
activation has almost no impact in murine macrophages. Similarly, it was recently reported a
similar pattern in human versus murine macrophages exposed to steroidal and non-steroidal
LXR agonists.?®® Nevertheless, to the best of our knowledge, the present study reports for the
first time a fundamental difference between human and murine macrophages regarding the
metabolic response to LXR activation. This work stresses out that LXR agonists induce an
opposite metabolic switch in human and murine macrophages, with a marked induction of
glycolysis in human macrophages following LXR activation. It is established that some
macrophage subpopulations present within the atheroma plaque display a high glucose uptake
activity. Nevertheless, the molecular mechanisms as well as the pathophysiological
significance of this high glucose influx remain unclear.% 267 2688 Qur results shed new lights
on these points and suggest a potential role of LXRs and its activators (namely cholesterol
accumulation) in the control of the metabolic activity of macrophages within the atheroma

plaque.
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The impact of LXR agonists on the inflammatory response of macrophages as well as the
underlying molecular mechanisms remain controversial. One of the explanations certainly lies
in the difference of the models and experimental protocols used among studies. Our results
mainly confirm the data of the literature, namely an anti-inflammatory activity of LXR
agonists in murine macrophages that is preserved in human macrophages in the context of
short-term exposure to LXR agonists. However, LXR-mediated TLR4 induction in human
macrophages is associated with a potentiation of the LPS response. Now, our study brings a
new piece to the puzzle and discloses a novel mechanism linking LXR and inflammation that
is independent of the TLR response. This mechanism, selective to IL-1p, does not affect the

expression of other cytokines such as TNFa.

Interestingly, the use of a synthetic LXR antagonist markedly attenuated the induction of IL1J
MRNA levels promoted by atheroma plaque homogenates, pointing to a new pharmacological
way to inhibit IL-1B production within the plaque. However, such molecules also strongly
inhibit cholesterol efflux pathways and might lead to an increase in cholesterol accumulation
in macrophages, which is likely to promote adverse effects on the long term.?° Since LXR-
dependent induction of IL-1B gene seems to differ from a direct transactivation, the
identification of selective LXR modulators devoid of an activating effect on IL-1p is a path
that deserves to be explored. Development of such molecules could be hampered by well-
known side effects, such as hepatic steatosis, which have precluded the clinical use of LXR
agonists, despite their high therapeutic potential.?’® 2 Alternatively, the development of
selective LXR antagonists inhibiting the LXR-HIF1a axis without effects on LXR-cholesterol
efflux pathways should be explored. Such molecules may hold great promises, given the

central role of IL-1p in the development of atherosclerosis.
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Figure S1 (related to Figure 1): LXR activation differentially impacts TLRs expression and
cytokine response in human and mouse macrophages. (A) Relative mRNA levels of /L1 4h after
Pam3CSK4 stimulation. Macrophages were differentiated as described in figure 1A, except that M-
CSF was replaced by GM-CSF at the same concentration, THP-1 were differentiated with PMA for
48h *P<0.05 Vs DMSO, Student t test.
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Figure S2 (related to Figure 2) : LXR activation increases IL1f production in human
macrophages. (A) TNFa mRNA levels in unstimulated macrophages treated or not with GW3965 for
48h. In the left panel data are normalized at 1 for each donor in the DMSO conditions *P<0.05 Vs
DMSO Student t test; In the right panel relative expression levels are calculated for each donor. (B)
TNFa mRNA levels 4 hours after Pam3CSK4 stimulation, same representation. (C) Relative IL6 and
MCP1 mRNA levels in macrophages 4 hours after Pam3CSK4 stimulation*P<0.05 Vs DMSO same
stimulation conditions, Student t test
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Figure S3 (related to Figure 2): LXR activation increases IL-1p production in human
macrophages. (A) Relative TNFa mRNA levels in macrophages treated with different LXR agonist
*P<0.05 Vs DMSO 2 way anova Sidak test. (B) Relative TNFa mRNA levels in macrophages treated
with DMSO or the LXR antagonist GSK2033. *P<0.05 Vs DMSO 2 way anova Sidak test. (C) LXRa
MRNA levels in human macrophages transfected with negative or LXRa SiRNA. *P<0.05 Vs SiNeg
Student t test. (D) Relative TNFa mRNA levels in macrophages treated with negative or LXRa
SiRNA. (E) cytokine levels in cell supernatants determined by flow cytometry *p<0.05 Vs DMSO

Student t test. Data are expressed as means = S.D

179



GW3965 DMSO
+ +
control PAM3CSK4 GW3965 PAM3CSK4 DMSO

Negative

b
control

Relative HIF-Ioa mRNA levels

SiNeg SiHIF-1¢

Figure S4 (related to Figure 3) : LXR-mediated HIF-10 induction increases IL-1f expression.
(A) Representative immunostaining of HIF-1o. (red) in mouse macrophages. Nuclei are stained with
DAPI and F-actin with phalloidin (green). (B) HIF-/a mRNA levels in human macrophages
transfected with negative or HIF-1o SIRNA. *P<0.05 Vs SiNeg, Student t test.
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Figure S5 (related to figure 4): Induction of HIF-1a by LXR agonists precedes IL-1§ activation.
(A) Relative HIFIoo mRNA levels in differentiated macrophages were treated wit different LXR
agonists at 1uM for 6h *P<0.05 Vs DMSO same stimulation conditions and same time point One way
anova Fisher LSD.
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Figure S6 (related to figure 5): LXRs activate other HIF-1a dependent pathways (A) MRNA
levels of HIF1a target genes in mouse bone marrow derived macrophages treated or not for 48h with
GW3965 at 1 uM .
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Figure S7 related to Figure 6: Atheroma plague homogenates activate IL-1 through an LXR
dependent mechanism. (A) mRNA levels of target genes in macrophages treated with atheroma
plagues homogenates with or without the LXR antagonist GSK 2033 for 48h. *P<0.05 Vs Ctrl ;
#P<0.05 Vs no GSK2033 same plaque samples, 2 way anova. (B) Correlation between HIFIa and
IL1B mRNA levels after exposure to plaque extracts from different donors. Pearson 2 tailed. (C) IL1p
MRNA levels in macrophages treated with healthy artery or plaque samples. . *P<0.05 Vs Citrl ;
#P<0.05 Vs no GSK2033 same plaque samples 2 way anova (D) TNFa mRNA levels in macrophages
treated for 48h with or without plaque homogenates before Pam3CSK4 activation (4h). *P<0.05 Vs
without plague extract. 2 way anova.
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Figure S8 (related to figure 6) : (A) GO term analysis of down-regulated genes after 48h exposure to
plagues homogenates. (B) Heatmap of genes differentially expressed in plaque-exposed group Vs

plaque + GSK2033.
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Figure S9 related to figure 7: Oxysterol content of plaques A) Oxysterol content in human
atheroma plaques (data are expressed as pmol/mg of tissue). B) Correlation between oxysterol levels
and IL1p mRNA levels in primary macrophages treated with same plaque homogenate (Pearson two
tailed).
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Figure S10 (related to figure 7): LXRa and HIF1a colocalize with IL1f in macrophage-rich area
of human atherosclerotic lesions from carotid arteries. A) Representative immunohistochemical
staining of serial sections of healthy regions of human carotid arteries for CD68, LXRa, HIF-1a, IL-1P
and negative control (without primary antibody). Magnification is indicated on each picture.
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Table S1
Clinical parameters of the patients undergoing endarterectomy (n=27). Data expressed as
mean = S.D for age and BMI

Clinical data

Age 72.18 £10.12
Gender (M/F) 19/8
BMI (kg/mz)* 26.913.32
Smoking 20
Arterial Hypertension 24
Stroke

None 17

past

acute 4

Atheroma plaque echogenicity

Hyper- (calcification) 11
Hypo- (high lipids content) 6
Not available 10

*Data not available for 2 patients
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III. Résultats et discussion

Nos travaux se sont focalisés sur I’étude de la réponse inflammatoire des macrophages
aprés une stimulation pendant 48 heures des récepteurs LXRs par des agonistes synthétiques
ou par des oxystérols, ligands naturels de LXR. Nos résultats mettent en évidence 1’existence
d’un lien spécifique dans les macrophages humains entre LXR et sécrétion d’IL-1B. Si nos
résultats ont d’abord confirmé les données de la littérature, a savoir que le prétraitement des
macrophages humains par des agonistes LXR s’accompagne d’une induction de TLR4 et
d’une potentialisation de la réponse pro-inflammatoire des cellules au traitement par du LPS,
effets absents dans les macrophages murins, ils apportent également de nouvelles données
surprenantes. En effet, il apparait que les agonistes LXR potentialisent la sécrétion d’IL-1[3
par les macrophages humains apres une stimulation par des agonistes TLR2 (PAM3CSK4)
alors que le géne TLR2 n’est pas une cible de LXR et n’est aucunement induit par 48 heures
de traitement par du GW3965. De plus, cette potentialisation de la réponse pro-inflammatoire
TLR2-dépendante est spécifique d’IL-1p puisqu’il n’y a aucun effet des agonistes LXR sur la
sécrétion d’autres cytokines pro-inflammatoires, notamment TNFo et IL-6, aprés une
stimulation des récepteurs TLR2. Enfin, méme en I’absence de stimulation par des agonistes
TLR2, le traitement des macrophages par des agonistes LXR provoque une induction de la
transcription du gene IL1B, certes modérée, mais significative. Les agonistes LXR restent en
revanche sans effet sur la sécrétion d’IL-1B-TLR2 dépendante dans les macrophages murins.
Ces résultats laissent donc supposer que le lien qui relie LXR et sécrétion d’IL-1B chez
I’Homme est spécifique et indépendant de la réponse pro-inflammatoire via NF-xB, et qu’il

passe par de nouveaux mécanismes autres que la voie TLRA4.

Quand les macrophages acquiérent un phénotype pro-inflammatoire, ils subissent un
switch métabolique qui se traduit par une activation massive de la glycolyse aux dépens de la
phosphorylation oxydative. Puisque le pyruvate alimente préférentiellement la glycolyse, le
cycle de Krebs est blogué ce qui se traduit a la fois par une augmentation des ROS issus de la
mitochondrie et par une accumulation de succinate et de succinate oxydé qui favorisant alors
la stabilisation de 1’Hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF-1a), facteur de transcription
impliqué dans I’hypoxie et I’inflammation 2’2", De nombreux génes codant pour des
enzymes ou des transporteurs impliqués dans la glycolyse sont d’ailleurs des cibles de HIF-1a
ce qui permet une consommation massive de glucose par les cellules en situation d’hypoxie

214 Puisque le géne I1L1B est également une cible de HIF-1a, nous avons cherché a observer
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quels pouvaient étre les effets des agonistes LXR sur le facteur de transcription HIF-1a. Nous
avons ainsi pu mettre en évidence que le traitement des macrophages humains par un agoniste
LXR s’accompagne d’une ¢lévation des taux d’ARNm de HIF1A et d’une accumulation
intracellulaire d’HIF-1a, effets non retrouvés dans les macrophages murins. Nous avons
¢galement confirmé par immunofluorescence la présence d’HIF-la dans les macrophages
humains et constaté une intensification du marquage lorsque les cellules ont été traitées 48
heures par du GW3965 par rapport au traitement controle. Le traitement par du GW3965, par
contre, n’intensifie par le marquage d’HIF-1a dans les macrophages murins. L’induction
d’HIF-1a précede I’induction d’IL-1B puisqu’un traitement de 6h par du GW3965 entraine
déja une élévation des ARNm d’HIF1A mais pas encore ceux d’IL1B. Ceci laisse supposer
I’existence d’un mécanisme par lequel HIF-1a favoriserait la sécrétion d’IL-1B lors d’un
traitement par des agonistes LXR. Nous avons ainsi mis en évidence une augmentation
significative de ’acétylation des histones au niveau du site de liaison HRE (hypoxia response
element) d’HIF-1o sur le promoteur du géne IL1B lorsque les cellules sont traitées pendant
48heures avec du GW3965. Ceci suggere que lors d’un traitement par des agonistes LXR,
HIF-1a serait responsable d’une mise en état permissif du promoteur du gene IL1B ce qui
permettrait une activation massive de sa transcription et de la sécrétion d’IL-1p lors de la
stimulation par PAM3CSK4, agoniste TLR2. Nous avons donc cherché a voir si ce
mécanisme pouvait étre transposé a d’autres génes cibles d’ HIF-la, notamment ceux
impliqués dans la glycolyse. Nous retrouvons une induction des ARNm d’ADM, HK2,
CXCR4 et SLC2AL1 dans les macrophages humains traités pendant 48 heures par du GW3965.
La encore, ce traitement reste sans effet ou beaucoup plus modéré sur les macrophages

murins.

Les plaques d’athérome se développent dans un environnement hypoxique puisque la
diffusion de 1’oxygeéne dans la 1ésion est trés limitée mais également parce que les cellules du
foyer inflammatoire en sont de grandes consommatrices. En réponse a 1’hypoxie, une
angiogenése locale se développe dans la lésion, et provoque une augmentation de volume
associée a un risque de rupture et d’hémorragie intra-plaque 2°. En paralléle, les taux
cellulaires d” HIF-1o augmentent et ce facteur de transcription est abondamment présent dans
les 1ésions d’athérome. Puisque les plaques d’athérome contiennent de forts taux de particules
LDL-oxydées et sont riches en oxystérols, nous avons voulu voir si le contenu de plaques

d’athérome avait les mémes effets pro-inflammatoires que les agonistes synthétiques LXR sur
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les macrophages primaires humains. Nos résultats indiquent que le traitement des
macrophages par des homogénats de plaques d’athérome carotidien provoque une élévation
des taux d’ARNm d’IL1B qui est corrélée a une élévation des ARNm d’HIF1A. Ces effets
disparaissent en présence d’un antagoniste synthétique de LXR (GSK 2033). Ainsi, ceci
suggere que le lien qui relie LXR, HIF-1a et sécrétion d’IL-1B dans les macrophages
humains, pourrait étre impliqué dans la physiopathologie de I’athérosclérose. Le fait que nous
retrouvions une colocalisation de LXR, HIF-1a, IL-1PB et du marqueur macrophagique CD68,
sur des coupes de plaques d’athérome issues d’endartériectomies carotidiennes renforce cette

hypothese.

Nos résultats pourraient ouvrir la voie a de nouvelles perspectives thérapeutiques,
fondées sur une inhibition de LXR dans le but de bloquer ses effets sur la production d’IL-1p,
cytokine qui contribue massivement au développement et a I’inflammation des Iésions
d’athérosclérose. Néanmoins, une telle approche pourrait aussi avoir des effets déléteres et
favoriser le développement de la maladie athéromateuse si I’efflux cellulaire de cholestérol
venait a étre également inhibé. Aussi, serait-il nécessaire de s’orienter vers des agonistes ou
des antagonistes sélectifs pour inhiber spécifiquement 1’interaction LXR-HIF-1a tout en
préservant I’induction d’ABCA1 par LXR et I’efflux cellulaire de cholestérol des cellules.
Ceci nécessiterait alors de mieux caractériser le mécanisme reliant LXR et HIF-o. Il n’a pas
été décrit, a notre connaissance, de site de liaison LXRE au niveau du promoteur d’HIF1A. Le
facteur de transcription HIF-1a est réputé pour avoir une demi-vie trés courte de 1’ordre de
quelques minutes car cette protéine est produite en réponse a une situation d’hypoxie et est
tres vite dégradée au niveau du protéasome aprés prolyl-hydroxylation lorsque les taux
d’oxygene augmentent 26, Nos expérimentations n’ont cependant pas été conduites en
situation d’hypoxie. Aussi, peut-on imaginer qu’une interaction physique entre LXR et HIF-
la exerce un role de stabilisation sur HIF-1a lequel pourrait alors s’accumuler, d’autant qu’il
a été décrit que HIF-1a a la capacité de s’autoréguler positivement puisque le promoteur de
son géne contient un site de liaison HRE27-28°, Néanmoins, nos résultats indiquent des effets
diamétralement opposés sur la réponse inflammatoire entre macrophages humains et
macrophages murins, or le promoteur du gene Hifla contient également un site HRE. Nous
avons cherché a étudier les effets d’un blocage de la respiration mitochondriale et surtout
d’une induction de la glycolyse dans les macrophages apres un traitement par des agonistes

LXR avec ou sans stimulation des récepteurs TLR2. Nous résultats démontrent des effets
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complétement opposés entre macrophages humains et murins : si les agonistes LXR
intensifient la glycolyse des macrophages humains, ils restent sans effet sur les macrophages
murins. Ceci suggére des différences métaboliques importantes entre macrophages humains
et murins lors de la réponse inflammatoire. Hypoxie et glycolyse sont fortement liées puisque
la glycolyse pourvoit la cellule en molécules d’ATP quand la phosphorylation oxydative est
déficiente. On peut donc envisager que les voies qui régulent HIF-1o dans les macrophages
humains et dans les macrophages murins sont différentes, ce qui pourrait expliquer en partie
que les agonistes LXR qui potentialisent la réponse IL-1p pro-inflammatoire chez I’Homme
via un mécanisme qui implique HIF-1a, tendent a étre au contraire anti-inflammatoire chez la

souris.
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Figure 17 : Schéma récapitulatif de la sécrétion d’IL-1B en réponse 4 une stimulation

des récepteurs LXR via un mécanisme dépendant d’HIF-1q.

Les particules ox-LDL stimulent les récepteurs TLRs et activent la voie NF-kB. Elles sont captées par
les récepteurs scavengers puis internalisées par le macrophage. Le cholestérol accumulé est oxydé en
oxystérols qui activent le récepteur LXR. L’activation de LXR provoque une accumulation secondaire
d’HIF-1a et potentialise les effets de sa liaison au niveau du site HRE du promoteur du géne IL1B. La
transcription d’IL1B lors d’une activation de la voie NF-kB est alors maximisée. Le cholestérol
accumulé forme également des cristaux de cholestérol qui activent ’infammasome NLRP3 ce qui
permet le clivage de la pro-11-1p en IL-1p active qui est alors secrétée par la cellule.

LXR: liver X receptor ; RXR : retinoic X receptor ; TLRs : Toll-like receptors; NF-«xB: nuclear factor kappa B;
HRE: hypoxia response element; NLRP3 : nucleotide-binding oligomerization domaine-like receptor family
pyrin domain containing 3; Rc scavenger: récepteur scavenger; pro-caspl: pro-caspase 1; HIF-1a: hypoxia
inducible factor-1-alpha; ox-LDL: particules de LDL oxydées; ARNm: ARN messager; IL-1p: interleukine-1/
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CONCLUSION GENERALE

Les plaques d’athérome constituent des foyers inflammatoires importants ou les
macrophages notamment sécretent de nombreux médiateurs pro-inflammatoires dont des
especes lipidiques issues du métabolisme 1’acide arachidonique ou des cytokines pro-
inflammatoires. Les travaux présentés ici décrivent donc deux approches pour explorer les
processus impliqués dans I’inflammation au cours de I’athérosclérose. La premicre étude se
focalise sur la physiopathologie athéromateuse au cours du diabeéte puisque les maladies
cardiovasculaires sont la premiére complication associée a cette pathologie. Nous avons ainsi
mis en évidence des perturbations du métabolisme de 1’acide arachidonique au sein des
plaques d’athérome carotidiennes au cours du diabéte qui se traduisent par un enrichissement
des plaques de sujets diabétiques en 2-arachidonoyl-lysophosphatodylcholine (2-AA-LPC)
par rapport aux sujets non-diabétiques. Les plaques d’athérome des sujets diabétiques sont
réputées pour avoir des corps nécrotiques plus volumineux et étre plus inflammatoires que les
plagues de sujets non-diabétiques. Le 2-AA-LPC apparait donc comme un potentiel
marqueur de vulnérabilité¢ des plaques. La seconde étude présentée décrit une induction d’IL-
1B par I’activation de LXR selon un mécanisme dépendant d’HIF-1a dans des macrophages
primaires humains, voie d’induction qui semble par ailleurs étre fonctionnelle au sein de
plaques d’athérome carotidiennes humaines ce qui permet d’envisager de nouvelles stratégies

pour inhiber la production d’IL-1.

Si les deux mécanismes pro-inflammatoires présentés ici sont differents sur le plan
métabolique, ils alimentent le méme processus : la progression et I’instabilité de la plaque
d’athérome. Dans de futures études il sera intéressant d’explorer les mécanismes moléculaires
pouvant potentiellement relier ces deux voies. Néanmoins, des données de la littérature
suggerent d’ores et déja un lien entre LXR et métabolisme de I’acide arachidonique d’une
part, et une déerégulation de la voie HIF-1a dans des modeles de diabéte au niveau de la

plaque d’athérome d’autre part.

Ainsi, notre équipe a récemment décrit que les agonistes LXR pouvaient moduler le
métabolisme des acides gras en régulant les enzymes de biosynthese des acides gras

polyinsaturés tel 1’acide arachidonique mais aussi en modulant directement I’incorporation
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d’acide arachidonique dans les phospholipides via ’enzyme LPCAT3 /28!, Se pose alors la
question de savoir si ces modulations des taux d’acide arachidonique par LXR au sein des
macrophages s’accompagnent ¢galement de variations d’un de ses dérivés, le 2-AA-LPC, que
nous avons décrit comme un marqueur de vulnérabilité des plaques d’athérome dans le

contexte du diabéte.

De la méme facon, il serait d’un grand intérét de regarder s’il existe une différence
d’expression d’HIF-la et d’IL-1B entre des plaques d’athérome carotidien de sujets
diabétiques et de sujets non-diabétiques. Quelques études rapportent en effet que le diabete
pourrait €tre associé a des variations de la réponse a I’hypoxie d’HIF-1a au sein des plaques
d’athérome 22, Nous allons trés prochainement mettre en ceuvre ce projet puisqu’une nouvelle
étude qui vise a étudier plus en détail le métabolisme du 2-AA-LPC dans des plaques
d’athérome carotidien de diabétiques versus non-diabétiques est en cours (MASCADI :
Métabolisme de 1’ Acide Arachidonique dans la Sténose Carotidienne au cours du Diabete).

Nos résultats ouvrent également des perspectives pour des approches thérapeutiques
plus ciblées dans le domaine de 1’athérosclérose. En effet, des molécules ciblant directement
le métabolisme de I’acide arachidonique sont utilisées en prévention cardiovasculaire. Par
exemple, les antiagrégants plaquettaires sont largement utilisées dans la prévention des
maladies cardiovasculaires et en particulier I’aspirine qui en ciblant les cycloxygénases tend a
diminuer la production de PGE:z pro-inflammatoire et de TXA2 pro-agrégant 23, Néanmoins,
si le diabete augmente significativement le risque cardiovasculaire, ’efficacité de 1’aspirine
chez les diabétiques en 1’absence de Iésions athéromateuses n’a pas encore été établie et
’utilisation de 1’aspirine a faible dose en préventif n’est pour le moment recommandée que
chez les patients avec un risque cardiovasculaire supérieur a 10% dans les dix ans a venir
284285 De plus, I’aspirine n’agit pas au niveau des voies de biosynthése supposées du 2-AA-
LPC et de ses dérivés. Enfin, ces thérapies restent sans effet sur la biosynthese de médiateurs
lipidiques qui peuvent également étre impliqués dans la vulnérabilite des plaques. Il a en effet
été décrit qu’un déficit en médiateurs lipidiques de résolution de 1’inflammation (résolvines et
lipoxines) au sein des plaques d’athérome favorisait I’inflammation et la rupture des plaques
athéromateuses 2®°. Nous cherchons d’ailleurs a mettre en évidence un éventuel
appauvrissement en résolvine D1 des plaques d’athérome carotidien de sujets diabétiques
dans des plaques recueillies au cours de 1’étude MASCADI. Dans ce contexte, il est possible
d’imaginer que les patients diabétiques, en raison des altérations spécifiques du métabolisme
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de I’acide arachidonique que nous avons retrouvées pourraient bénéficier en priorité de ces
traitements innovants par des médiateurs de résolution de I’inflammation, analogues des

résolvines.

Notre deuxiéme ¢tude identifie pour la premiere fois une voie de régulation d’IL-1
via HIF-1a au cours de I’athérosclérose qui dépend de I’activation de LXR. Ceci laisse
envisager plusieurs cibles thérapeutiques potentielles pour bloquer I’induction d’IL-1f au sein
des macrophages des Iésions athérosclérotiques. Inhiber LXR au moyen d’antagonistes
permettrait de bloquer cette voie de régulation d’IL-1PB mais impacterait également les autres
voies de régulation de LXR, y compris I’efflux cellulaire de cholestérol qui a un effet
athéroprotecteur et anti-inflammatoire. Une possibilité serait de développer des agonistes
sélectifs, puisqu’il a déja été rapporté qu’il existe des activations sélectives des genes cibles
de LXR en fonction de 1’agoniste utilisé. Par exemple, le desmostérol, a I’inverse des
agonistes non stéroidiens, inhibe SREBF1 et semble posséder des propriétés anti-
inflammatoires. La protéine HIF-1a serait également une cible prometteuse méme si ce
facteur de transcription régule lui aussi plusieurs voies cellulaires qui pourraient étre
impactées secondairement par cette inhibition. Notamment, les conséquences sur I’activation
de la glycolyse au niveau des macrophages de la plaque d’athérome par la voie LXR-HIF-1a
reste a explorer. Aussi, apparait-il comme un enjeu clef de mieux caractériser 1’interaction
entre LXR et HIF-1a via des approches moléculaires, pour notamment identifier les domaines
de LXR impliqués dans I’activation de HIF-1a. Cette caractérisation donnerait un rationnel
pour développer des thérapies ciblées sur la régulation d’IL-1p dépendante de 1’axe LXR-

HIF-1a et pour ralentir la progression de 1’athérosclérose.
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Titre : Modulation de la réponse inflammatoire par les récepteurs LXRs. Etude comparative
entre les macrophages humains et murins dans le contexte de I’athérosclérose
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Résumé : Les thérapies anti-inflammatoires ciblant [D’interleukine-1f (IL-1B) réduisent
significativement la récidive des événements cardiovasculaires. L’accumulation de cholestérol dans les
macrophages et les plaques d’athérome favorise 1’inflammation mais le réle des récepteurs LXR (Liver
X Receptors), senseurs du cholestérol intracellulaire, dans la régulation de la sécrétion d’IL-1f est mal
connu. Nous avons traité des macrophages murins et humains pendant 48 heures avec des agonistes
LXR avant une stimulation des récepteurs TLR (Toll-like Receptor). Nous avons observé une
augmentation spécifique des taux d’ARNm d’IL1B indépendamment de toute activation des TLRs.
Ces effets étaient absents des macrophages murins et médiés par une activation d’HIF-1a (Hypoxia-
Inducible Factor 1-alpha) par LXR. D’autres voies dépendantes d’HIF-1a, telle la glycolyse, étaient
également potentialisées par les agonistes LXR. De plus, I’activation de LXR couplée a une
stimulation du récepteur TLR2 et a I’activation de 1’inflammasome induisait une sécrétion d’IL-1p par
les macrophages. Le traitement des macrophages humains par des homogénats de plaques d’athérome
carotidiennes augmentait significativement les taux d’ARNm d’IL1B de fagon LXR-dépendante.
Enfin, nous avons mis en évidence une colocalisation d’IL-1B, d’HIF-1a et de LXRa dans les zones
macrophagiques des plaques d’athérome. Nous identifions donc ici une nouvelle voie régulée par LXR
impliquée dans la production d’IL-1p par les macrophages humains. Ceci pourrait ouvrir la voie au
développement d’inhibiteurs de LXR ciblés sur la production d’IL-1f.

Title: Modulation of the inflammatory response by LXRs receptors. Comparative study between
human and murine macrophages in the context of atherosclerosis

Keywords: atherosclerosis; inflammation; interleukine-1p; Hypoxia inducible factor 1 alpha

Abstract: Anti-inflammatory therapy inhibiting interleukin-1p (IL-1p) significantly reduces the rate of
recurrent cardiovascular events. The role of Liver X Receptors (LXRs), which are important cellular
cholesterol sensors, in regulating IL-1p production in human macrophages remains to be fully
established. Mouse and human macrophages were treated with LXR agonists for 48h before Toll-Like
Receptor stimulation. We observed that, LXR agonist treatment increases selectively IL1B mRNA
levels independently of any TLR activation. This effect was restricted to human macrophages and was
mediated by an activation of HIF-1o (Hypoxia-Inducible Factor 1-alpha) by LXRs. Interestingly, LXR
agonist also potentiate other HIF-1a dependent pathways such as glycolysis. Moreover, activation of
LXR coupled with the induction of TLR2 by Pam3CSK4 and ATP-mediated activation of
inflammasome resulted in an increased secretion of mature IL-1B by macrophages. Treatment of
human macrophages with homogenates from carotid plaques samples significantly increased IL1B
MRNA levels in an LXR-dependent manner. Finally, we show that IL-1f colocalizes with HIF-10 and
LXRa in macrophage-rich area of human carotid artery plaques. Our study identifies a new LXR-
regulated pathway involved in the production of IL-1p by human macrophages. Thus, our work open
up new perspectives regarding the development of selective LXR modulators to inhibit 1L-1p

production.
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