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Résumeé

La lécithine : cholestérol acyltransférase, ou LCAT, est la seule enzyme plasmatique capable
d’estérifier le cholestérol des lipoprotéines circulantes, une fonction importante dans la biogenése
des lipoprotéines de haute densité HDL et le transport inverse du cholestérol. Son activité est définie
comme le taux d’estérification fractionnel du cholestérol libre (CL) des HDL (FERupL). Le FERupL €st un
biomarqueur candidat du risque cardiovasculaire. La réaction d’estérification implique I’'hydrolyse
d’un acide gras estérifié a la phosphatidylcholine (PC) et son transfert au CL, résultant en la formation
d’un ester de cholestérol (CE) et d’une lysophosphatidylcholine (LPC). L'objectif de ce travail était de
faire la preuve de concept d’une nouvelle méthode de mesure de |'activité LCAT par chromatographie
liguide couplée a un spectrometre de masse (LC-MS), qui permet d’identifier et quantifier
simultanément tous les substrats et produits de la LCAT. Avec la méthode LC-MS, il a été possible de
mesurer le FERyp. comme avec la méthode enzymatique (méthode de référence pour le cholestérol
libre), mais aussi des changements au niveau de lipides spécifiques. Les LPC étaient de bons
marqueurs candidat de I'activité LCAT, leur abondance étant augmentée de plus de 40% suite a
I'incubation. L’'activité LCAT a aussi été mesurée dans des plasmas humains enrichis de plusieurs
doses de LCAT humaine recombinante et les doses de 4 et 8 pg/mL suffisaient a produire des
différences significatives, comparées au plasma natif, pour 5 espéces lipidiques outre le CL: les
LPC(16:0) et LPC(18:0) et les PC(14:0|18:2), PC(16:0|16:1) et PC(16:0|18:0). Enfin, 'analyse de
I'activité LCAT sur des échantillons de plasma humain de la Biobanque de I'Institut de Cardiologie de
Montréal (50 témoins et 50 cas ayant une maladie coronarienne athérosclérotique) a permis
d’étudier la modulation des espeéces lipidiques dans des échantillons plus complexes qu’un groupe de
plasma. De ces lipides, la PC(34 :3) était particulierement intéressante. Son abondance était plus
diminuée par l'incubation du plasma a 37°C chez les cas que chez les témoins, ce qui en fait un
candidat comme biomarqueur de I'activité de la LCAT. L’application de la LC-MS a I’étude de la LCAT
permet donc une meilleure compréhension des changements lipidiques lors de l'incubation du

plasma, ce qui ouvre la voie a la découverte de biomarqueurs.

Mots-clés : |écithine : cholestérol acyltransférase, HDL, spectrométrie de masse, LC-MS,

cholestérol, lipidomique, phospholipides, MCAS.



Abstract

The lecithin: cholesterol acyltransferase (LCAT) is the only plasmatic enzyme capable of
esterifying cholesterol molecules present in circulating plasma lipoproteins, a function critical for
high-density lipoproteins (HDL) biogenesis and reverse cholesterol transport. Its activity is defined as
the fractional esterification rate of free cholesterol of HDL molecules (FERupL), which is a potential
biomarker of cardiovascular risk. The cholesterol esterification reaction is initiated by the hydrolysis
of a fatty acid esterified to a phosphatidylcholine molecule (PC) and its subsequent transfer on the
hydroxyl group of free cholesterol, resulting in the synthesis of a cholesteryl ester (CE) and a
lysophosphatidylcholine (LPC). The objective for this project was to make the proof of concept of a
novel method of LCAT activity measurement by liquid chromatography — mass spectrometry (LC-MS),
which allows simultaneous identification and quantification of each substrates and products of the
LCAT reaction. With this method, FERn was measured as with the standard enzymatic method
(reference method for measurements of free cholesterol), but changes in specific lipid species was
also evaluated. For example, a couple LPC were good candidates as markers of LCAT activity, as their
abundance was augmented by at least 40% after incubation of plasma. LCAT activity was also
measured in human plasma spiked with different concentrations of recombinant human LCAT and the
4 and 8 ug/mL doses were enough to measure significant differences from the native plasma in 5 lipid
species: LPC(16:0), (LPC(18:0), PC(14:0|18:2), PC(16:0|16:1) and PC(16:0|18:0) . Finally, LCAT activity
analysis in human plasma samples from the Montreal Heart Institute’s Biobank (50 controls and 50
cases which had a coronary atherosclerotic disease) allowed us to study the modulation of lipids in a
more heterogeneous samples than pooled plasma samples. Of these lipids, PC(34:3) was lowered
more following incubation of plasma in cases than in controls, making it a candidate biomarker for
LCAT activity. In conclusion, application of LC-MS to the study of LCAT gave us a better understanding

of lipid changes during plasma activation and opens the way to biomarker discovery.

Keywords: lecithin: cholesterol acyltransferase, HDL, mass spectrometry, LC-MS, cholesterol,

lipidomics, CVD.
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1 Introduction

Au Canada, les maladies cardiovasculaires représentent la premiére cause
d’hospitalisation et sont responsables d’environ 20% des déces (1). De ces décés, la moitié
sont dus aux maladies coronariennes athérosclérotiques (MCAS) (1). Le portrait n’est pas
différent au niveau mondial : les MCAS sont la premiéere cause de mortalité en Europe et au
Royaume Uni (2, 3). Les pays de I'Europe de I'Est et Centrale sont particulierement touchés,
probablement a cause d’une forte prévalence de I'hypertension artérielle et de la
consommation des produits du tabac (2, 3), la mortalité due aux MCAS chez les fumeurs étant
prés de 60% plus élevée que chez les non-fumeurs. La Figure 1 montre le taux de mortalité
associé aux maladies cardiovasculaires par 100 000 habitants chez les hommes a travers le
monde. L'incidence des MCAS est moins élevée en France, en Italie et au Japon, possiblement
a cause d’une meilleure alimentation ainsi que de meilleures habitudes de vie (2, 3). En effet,
I’organisation mondiale de la santé a estimé en 2002 que prés de 30% des MCAS sont reliés a
une faible consommation de fruits et légumes. Malgré tout, 22% des crises cardiaques en
Europe de I'Ouest sont attribuables a I'hypertension artérielle. Méme les pays en voie de
développement, comme l'inde ou la plupart des pays d’Afrique sont de plus en plus touchés

par les maladies cardiovasculaires.

La maladie coronarienne athérosclérotique est une maladie multifactorielle causée par
une accumulation de cholestérol sous la forme de plaque d’athérome au niveau des artéres, ce
qui réduit leur diametre. Eventuellement, un blocage peut survenir suite a8 une thrombose
causée par la rupture de la plaque d’athérome, causant I'angine. Cette angine peut se
développer en crise cardiaque si le manque d’oxygénation du cceur persiste trop longtemps
(2). La maladie athérosclérotique est un fléau moderne, causé en grande partie par notre
mode de vie: le manque d’exercice physique, I'alimentation riche en gras et en sucre, la
consommation de produits du tabac, mais aussi la prolongation de la durée de vie. Ces
facteurs contribuent tous a augmenter I'incidence de la maladie athérosclérotique (Tableau I).
Les facteurs de risques métaboliques incluent un faible taux de cholestérol HDL (HDL-C) ou un

haut taux de cholestérol LDL (LDL-C), lesquels s’ajoutent a la présence de diabéete.

1
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Figure 1.  Mortalité due aux maladies cardiovasculaires chez les hommes, par

100 000 habitants et standardisées pour I'age. Tiré de WHO 2011 (3)

Tableaul. Facteurs de risque de la maladie coronarienne athérosclérotique.
Tiré de George SJ. (2)

Mode de vie e Consommation de produits du tabac
e Diéte calorique riche en gras saturé et en sucre et faible en fruits et |égumes
e Manque d’activité physique
e Stress
e Consommation excessive d’alcool

e Obésité

Biochimiques et ¢ Haut cholestérol plasmatique
physiologiques e Hypertension artérielle

e Faible cholestérol HDL plasmatique

e Haute concentration en triglycérides plasmatiques
e Diabete

® Facteurs thrombogenes

Personnels o Age

e Sexe
e Histoire familiale de maladies cardiovasculaires

e Génétique




A cause de cette incidence élevée, d’importantes ressources ont été mobilisées dans le
domaine de la recherche biomédicale depuis une soixantaine d’années, et notre
compréhension des mécanismes sous-jacents a cette maladie s’est grandement améliorée.
Ceci a d’ailleurs permis la mise au point d’un médicament trés efficace pour prévenir cette
maladie en 1987 : la lovastatine (archétype de la classe des statines) (4). Cependant, depuis
leur mise en marché, aucun autre médicament n’a réussi a diminuer autant la mortalité
associée aux maladies cardiovasculaires. Il est donc important de continuer les recherches et
d’approfondir nos connaissances de la maladie athérosclérotique afin de mettre au point de

nouveaux médicaments.

Les statines ont montré leur efficacité dans la réduction du cholestérol LDL, ce qui a
poussé les chercheurs a cibler ensuite les HDL afin de tenter d’obtenir des effets bénéfiques
complémentaires a ceux des statines. Malheureusement, aucune molécule n’a réussi a obtenir
un succes équivalent a celui des statines. Dailleurs, les efforts les plus récents dans cette voie,
lesquels visaient les inhibiteurs de la protéine de transfert des esters de cholestérol (CETP)
(dalcétrapib, torcétrapib, etc.), ont presque tous échoué a I'étape des études cliniques (5-7).
Seul I'anacetrapib, mise au point par Merck, semble avoir atteint ses objectifs. Les résultats de
I’étude REVEAL, une étude de phase 3 sur plus de 30 000 adultes visant a évaluer |'efficacité de
I’'anacetrapib pour réduire le nombre d’événement coronariens, a montré un effet modeste

de I'anacetrapib sur le risque cardiovasculaire (8).

1.1 Métabolisme des lipoprotéines

Les lipoprotéines sont des complexes amphipatiques formés de différents lipides et
protéines dont le role premier est de transporter les lipides (qui sont hydrophobes) dans le
sang pour les redistribuer dans les différents compartiments du corps. Les lipoprotéines
prennent généralement la forme d’entités quasi sphériques, formées d’'une monocouche de
phospholipides et d’au moins une apolipoprotéine. Il existe plusieurs classes de lipoprotéines,
séparées selon plusieurs facteurs, comme leurs apolipoprotéines, leur densité ou leur role. La
méthode traditionnelle de classement se base sur leur densité intrinseque, déterminée par

leur positionnement lors d’une ultracentrifugation sur un gradient de densité, et leur



diameétre, ce qui permet I'établissement de 5 grandes classes de lipoprotéines (Figure 2) (9,
10). Parmi ces lipoprotéines, 3 ont un impact direct sur la maladie athérosclérotique : ce sont
les HDL, les LDL et les VLDL. Ces lipoprotéines ont chacune des compositions lipidiques
différentes ainsi que des roles différents : les HDL ont un réle protecteur dans la maladie
cardiovasculaire, alors que les LDL et les VLDL sont proathérogenes lorsque présentes en trop

grande quantité, particulierement lorsqu’elles sont oxydées (11).
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Figure 2. Classement des lipoprotéines en fonction de leur taille et leur

densité. Tiré de Braunwald’s Heart Disease fig.47-4 (10)

1.1.1 Lipoprotéines de haute densité (HDL)

Les HDL sont de petites lipoprotéines sphériques d’'un diamétre de 8-10 nm et de
densité 1,063-1,21 g/mL (12). Elles contiennent une grande variété de protéines et
d’apolipoprotéines ainsi que des enzymes et plusieurs types de lipides. Des différentes
lipoprotéines, les HDL sont les plus hétérogénes, tant au niveau de leur structure que de leur

composition, et elles jouent des rdles tout aussi variés dans I'organisme (12). Par exemple, le



role principal des HDL est le transport du cholestérol des tissus périphériques vers le foie, ou
une partie de ce cholestérol est ajouté a la bile et peut étre excrété hors du corps avec les
selles (9). Mais les HDL jouent aussi un réle comme molécules anti-inflammatoires, comme
source de cholestérol pour la génération d’hormones stéroides ou comme molécule de

transport pour les microARN (9).

1.1.1.1 Classification des sous-classes de HDL

Chez 'lhomme, les HDL sont divisées en sous-classes de taille différente. Les 4 sous-
classes principales sont, en ordre croissant de densité (et décroissant de taille) : Les HDLs,
HDL,, HDLs et prép1-HDL (9). Cependant, les HDL peuvent aussi étre divisées en différentes
classes en fonction de leur contenu en apolipoprotéines, lesquels incluent les LpA-I (apoA-Il),
les LpA-l:A-ll (apoA-lI et apoA-ll), les LpA-ll, etc. (9). Une autre facon de procéder a la
classification des HDL implique I'utilisation de gel d’électrophorése non dénaturant a deux
dimensions, ce qui permet leur séparation en fonction de leur charge (1™ dimension) et de
leur taille (2¢ dimension). Cette séparation permet I'établissement de trois classes : les a-HDL,
préB-HDL et y-HDL (9). Dans ce mémoire, les notations HDL1-3 et préB-HDL seront utilisées car

ce sont généralement les plus utilisées.

1.1.1.2 Apolipoprotéines des HDL

Les HDL peuvent contenir plusieurs apolipoprotéines qui interagissent avec divers
récepteurs et enzymes du sang et des tissus (9). De ces protéines, I'apoA-l est la plus
abondante, représentant environ 70% du contenu en protéine des HDL (9). Cette protéine est
sécrétée par les hépatocytes et I'intestin (9) sous une forme faiblement enrichie en lipides. Ces
apoA-| sont ensuite enrichies en lipides au niveau du foie, mais aussi des tissus périphériques
(comme au niveau de la plague), et deviendront les premieres prépf-HDL. La seconde
apolipoprotéine la plus abondante est I'apoA-Il. Bien qu’elle ne représente que 20% de la
masse en protéines des HDL, 75% des HDL sont LpA-l:A-Il (9), et ces HDL sont plus résistantes
au remodelage et plus stables dans le sang (13). Les autres apolipoprotéines, moins
abondantes, incluent les apoC-l, C-ll et C-lll, 'apoM, I'apoD et I'apoE. Les apoC régulent le

catabolisme des triglycérides, alors que I'apoE favorise I'assimilation des HDL complétes par le



foie, mais est aussi la principale apolipoprotéine du systéme nerveux (9). Les apolipoprotéines
A, C et E peuvent toutes provoquer I'efflux de cholestérol hors des cellules via le transporteur
ABCA1, mais I'apoA-l est la molécule la plus importante a cet égard a cause de sa forte
abondance (9). Finalement, L'apoA-I est I'activateur principal de la LCAT dans le plasma, mais

on considére aussi les apoC-| et apoE comme des activateurs (14).

1.1.1.3 Métabolisme des HDL

La premiére étape de la formation des HDL passe par I'ajout de lipides a I'apoA-| par le
transporteur membranaire ABCA1. La liaison de I'apoA-l1 a 'ABCA1l permet de modifier la
conformation des domaines transmembranaires de la protéine. Ce changement de
conformation permet le passage de PL (préférentiellement des PC) et de cholestérol du c6té
cytoplasmique au coté externe de la membrane cellulaire (9). L'accumulation de PC et de
cholestérol provoque une déstabilisation de la membrane, ce qui permet I'extrusion de la
forme naissante des HDL, les préB1-HDL, des particules de petite taille (diametre de 6,5 nm)
adoptant une forme discoidale (9). Les préB1-HDL sont de trés bons accepteurs de cholestérol,
elles ont donc un role important a jouer dans I'efflux de cholestérol a partir des tissus
périphériques et des macrophages résidents de la plaque d’athérome (15). L’accumulation de
cholestérol dans les préB-HDL est toutefois limitée par la taille réduite de ces lipoprotéines.
Afin d’étre capables de recevoir plus de cholestérol et éventuellement des triglycérides, les
préB-HDL seront modifiées par I'action de deux enzymes : la LCAT et la protéine de transfert
des phospholipides (PLTP). La LCAT estérifie le cholestérol présent a la surface des HDL, et
comme les esters de cholestérol sont moins polaires que le cholestérol libre, ils vont migrer
vers le centre de la lipoprotéine, ce qui permet I'établissement d’un gradient de cholestérol
libre vers la I'’enveloppe de la HDL, mais aussi I'augmentation en taille de celle-ci (9, 15, 16).
Pour compenser cette augmentation de la taille et du rapport surface/volume, la PLTP
transfére les phospholipides des VLDL et des LDL vers les HDL (9, 15). Sous I'effet de ces deux
enzymes plasmatiques, la préf1-HDL deviendra une HDLs, de forme sphérique. La HDL; est
aussi un bon accepteur de cholestérol et contribuera davantage a I'efflux de cholestérol par

son interaction avec des transporteurs tels qu’ABCA1 ou ABCG1 (9). La maturation des HDLs3 en



HDL; implique I'action de la LCAT, qui en estérifiant le cholestérol empéche son reflux vers les
cellules en maintenant un gradient vers les HDL. La CETP est un transporteur plasmatique qui
permet I’échange de CE contre des TG entre les HDL et les LDL/VLDL, ce qui remodele les HDL
en particules plus petites. Sous son action, prés de deux tiers des CE des HDL générés par la
LCAT seront transférés sur des lipoprotéines contenant de I'apolipoprotéine B (apoB) avant

d’arriver au foie (9, 16).

Une fois sous la forme de HDL; et de HDL,, les HDL retournent généralement vers le
foie, ou elles se lient au récepteur éboueur de classe B type | (SR-BI) des hépatocytes par
interaction avec leurs apolipoprotéines, ce qui permet I'élimination de leur contenu en ester
de cholestérol par captation sélective par le SR-BI, sans internalisation de la HDL. Les CE (mais
aussi les TG, des PL et autres molécules) sont transférés des HDL a la membrane cellulaire des
hépatocytes puis internalisés par une voie non endosomale. Les CE seront ensuite hydrolysés
par une estérase et le cholestérol est généralement éliminé dans la bile (15, 16). En plus de la
voie SR-BI, les HDL et leur contenu peuvent aussi étre internalisés dans les hépatocytes par
deux voies distinctes. La premiere est dépendante de la clathrine et implique la liaison de
I'apoA-l a un récepteur appelé ecto-F1-ATPase, ce qui induit I’hydrolyse d’ATP en ADP qui
active le récepteur P2Y13 (17). La deuxiéme voie implique le récepteur CD36, qui posséde une
forte homologie avec SR-BI (18). Toutefois, en condition physiologique normale, ces deux voies

d’internalisation ne contribuent pas beaucoup au transport des CE vers le foie (17).

Ce transport de cholestérol des tissus périphériques vers le foie forme la base d’un
systéme appelé le transport inverse du cholestérol (TIC) (9, 15). Le TIC est responsable de
I’élimination du cholestérol excédentaire des cellules, et est particulierement important dans
le controle et I’élimination des plaques d’athéromes, responsable de la MCAS. Cependant, les
HDL ne font pas qu’acheminer le cholestérol vers le foie. Elles sont aussi responsables
d’acheminer celui-ci vers les glandes surrénales, ou le cholestérol peut étre converti en
hormones stéroidiennes. De plus, outre le SR-BI, d’autres enzymes, comme la lipase hépatique
(HL) ou la lipase endothéliale (EL) sont aussi impliquées dans le remodelage des HDL. Sous

I'action de ces enzymes, les HDL; et les HDL3; peuvent étre modifiées pour devenir plus petites,



ce qui accélere leur catabolisme et permet de libérer les molécules d’apoA-I, qui peuvent alors

recommencer un nouveau cycle de TIC (15).

1.1.1.4 Composition lipidique des HDL

Afin de faciliter la lecture, la notation utilisée dans ce mémoire pour décrire les lipides
est celle suggérée par le consortium LIPIDS MAPS (lipidmaps.org). Selon cette notation, une
phosphatidylcholine formée d’un palmitate et d’un linoléate serait indiquée comme
PC(16:0/18:2) ol PC représente le groupement polaire choline, 16:0 I'acide gras palmitate (16
carbones) en position sn-1 et 18:2 le linoléate (18 carbones et 2 insaturations) en position sn-2
du glycérol. Si les chaines spécifiques d’acides gras étaient inconnues, la notation serait

PC(34:2).

Les HDL sont des molécules trés hétérogenes, et leur composition lipidique dépend de
plusieurs facteurs tels leur densité et I'état de santé du donneur. Les méthodes lipidomiques
modernes ont toutefois grandement simplifié I’analyse de la composition des lipoprotéines, ce
qui permet de faire des analyses représentatives a grande échelle. Chez des individus sains, les
HDL sont composés principalement de PC, qui constituent jusqu’a 40% de leur masse en
lipides et plus de 80% de la masse de tous les PL, et de CE, qui représentent eux aussi environ
24 a 45% de la masse totale en lipides de la particule HDL (Tableau Il) (12, 19). Viennent
ensuite le cholestérol libre (10 a 25% selon les sources) et les triglycérides (5 a 12%) et
finalement les LPC (1 a 8%) et les sphingomyélines (SM) (4,5 a 6%) (12, 19). Les HDL possedent
beaucoup de LPC comparativement aux autres lipoprotéines, principalement a cause de
I'action de la LCAT. Les autres lipides sont présents en quantité beaucoup moindre, mais
peuvent toutefois avoir des effets sur la HDL. Par exemple, les phospholipides a charge
négative peuvent avoir une influence importante sur la charge nette de la HDL, ce qui pourrait

moduler les interactions entre les HDL et autres molécules plasmatiques (12).



Tableau Il. Composition lipidique des différentes lipoprotéines. Les VLDL sont formées
principalement de lipides, dont les triglycérides en représentent plus de 50% de la
masse, tandis que les LDL contiennent la plus grande proportion d’ester de
cholestérol et de cholestérol libre de ces lipoprotéines. Les HDL ne doivent que 50%
de leur masse aux lipides et sont formés principalement de phospholipides et
d’ester de cholestérol. Tiré de Francis GA. (9)

VLDL LDL HDL
Densité (g/mL) 0.94-1.006 1.006-1.063 1.063-1.210
Lipides totaux
90-92 75-80 40-48
(% masse)
Glycérolipides
50-58 7-11 6-7
(% masse des lipides)
Esters de cholestérol
15-23 47-51 24-45
(% masse des lipides)
Cholestérol libre
4-9 10-12 6-8
(% masse des lipides)
Phospholipides
19-21 28-30 42-51
(% masse des lipides)
PC (% masse des PL) 60-74 64-69 70-81
SM (% masse des PL) 15-23 25-26 12-14
LPC (% masse des PL) ~5 34 ~3
Autres
6-10 2-10 5-10
(% masse des PL)




Parmi les PC, les 4 espéces les plus abondantes sur les HDL sont les PC(34:2) (31%),
PC(36:2) (15%), PC(36:4) (13%) et PC(34:1) (12%) (19). L’analyse des LPC les plus abondantes
peut nous renseigner sur la nature des acides gras composant ces PC. Les LPC les plus
abondantes sont les LPC(16:0) (26%), LPC(18:2) (24%), LPC(18:1) (18%) et LPC(18:0) (18%) (19).
Comme la position sn-1 des PC est généralement occupée par un acide gras saturé, il est
probable que la PC la plus abondante (PC(34:2)) soit formée des deux LPC les plus abondantes.
Cette PC est donc probablement une PC(16:0/18:2). Finalement, les CE les plus abondants sont
les CE(18:1), CE(18:2), CE(16:0) et CE(20:4), en accordance avec les PC les plus abondantes
(19).

1.1.2 Lipoprotéine de faible densité (LDL)

Les LDL, comme les HDL, sont formées d’'une monocouche de phospholipides, avec une
apolipoprotéine et un coeur de lipides neutres. Cependant, les LDL font partie d’une famille de
lipoprotéines (LDL, IDL, VLDL et CM) qui ont une seule molécule d’apoB comme
apolipoprotéine principale, et qui ont pour fonction primaire le transport des triglycérides ou,

pour les LDL, des esters de cholestérol (20).

Contrairement aux HDL, les LDL ne sont pas fabriquées par les cellules, elles sont plutot
formées par le remodelage des VLDL. Ces VLDL sont formées dans le foie a mesure que |'apoB
est produite (20, 21). La sécrétion de I'apoB implique la formation d’une lipoprotéine riche en
TG par I'action de la protéine microsomale de transfert des TG (MTP), une protéine capable de
transférer les lipides neutres entre les vésicules de la cellule hépatique (20). De plus, il ne peut
y avoir qu’une seule apoB par lipoprotéine. Une fois sécrétées, les VLDL sont remodelées en
IDL puis en LDL par plusieurs mécanismes : I'hydrolyse des TG et des PL par des lipases,
particulierement la lipase des triglycérides (LPL) et la lipase hépatique (HL); le transfert de
différents lipides entre les lipoprotéines par I'action de protéines de transfert (CETP, PLTP) ou
I'efflux de lipides par les cellules (21). De plus, contrairement aux apolipoprotéines des HDL,
les apoB ne se transférent pas entre les lipoprotéines. Finalement, lorsque les LDL sont
internalisées par l'interaction avec les récepteurs de la famille du rLDL, il y a endocytose de

I’apoB par la méme occasion (20).
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Contrairement aux HDL, les LDL sont pathogénes dans la maladie cardiovasculaire
athérosclérotique, entre autres car elles s"accumulent dans le plasma lorsque les voies reliées
a son catabolisme sont perturbées ou lorsque la production de VLDL s’accélére suite a une
augmentation de la concentration en TG du foie, comme dans le cas de I'hypertriglycéridémie
familiale (21). Quand le nombre de VLDL devient trop important, les CE contenues dans les LDL
sont échangés pour des TG par la CETP. Cet échange provoque la formation de petites LDL
denses pauvres en CE, mais riches en TG, qui sont particulierement athérogenes (21). Lorsque
ces petites LDL sont présentes en trop grande quantité, elles peuvent s’accumuler derriere la
barriere endothéliale et s’oxyder (21). Ces LDL oxydées (oxLDL) sont liées et internalisées en
vrac par les macrophages, qui deviennent alors des cellules spumeuses, chargées de
gouttelettes lipidiques riches en cholestérol et en triglycérides, qui contribuent a

I’accroissement du volume de la plaque d’athérome.

Les LDL sont aussi parfois porteuses d’une autre apolipoprotéine, la Lp(a), qui est un
facteur de risque indépendant du taux de LDL dans le développement de la maladie
cardiovasculaire athérosclérotique (21, 22). La Lp(a) est une molécule liée a I'apoB et formée
de plusieurs domaines appelés « domaine kringles ». Chaque Lp(a) est formée de 10 kringle IV
(type 1-10) ainsi que d’un kringle V et d’un domaine similaire a une protéase (23). La Lp(a) est
hautement hétérogéne car le domaine kringle IV de type 2 est formé d’'un nombre variable de
répétitions (2-30) (23). La Lp(a) est particulierement athérogéne lorsque présente en trop
grande concentration ou lorsqu’elle est présente comme isoforme courte, comportant
seulement quelques répétitions du kringle IV type 2, car les isoformes courtes sont produites
plus rapidement par le foie (24). La forte homologie du domaine kringle V avec le
plasminogéne limite, par compétition avec les sites de liaison au plasminogene, la conversion
du plasminogéne en plasmine, ce qui augmente les risques de thrombose (21, 23). Une des
particularités de la Lp(a) est que sa concentration ainsi que la quantité de répétitions du
domaine kringle IV type 2 sont génétiquement déterminés, certaines populations (comme les
Afro-Américains) ont donc naturellement plus de Lp(a), ce qui augmente ce facteur de risque

cardiovasculaire indépendamment de leurs habitudes de vie (25).
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1.2 La maladie athérosclérotique

La maladie athérosclérotique est une atteinte progressive des vaisseaux sanguins,
définie comme une inflammation locale de la surface endothéliale en réponse a plusieurs
dommages, accompagnée d’une prolifération des fibroblastes (2). Tel que mentionné dans
I'introduction, la maladie coronaire athérosclérotique est multifactorielle, et plusieurs facteurs
de risques, modifiables ou non, ont été établis au cours des années. Ces facteurs de risque
vont du mode de vie au profil biochimique, et dans une certaine mesure, la plupart de ces
facteurs sont interdépendants (Tableau 1) (2). Ainsi, un fumeur depuis 40 ans aura
habituellement aussi une pression sanguine plus élevée, la cigarette ayant une influence sur

celle-ci. Malgré tout, certains facteurs de risques ont plus de poids que d’autres.

1.2.1 Le développement de la plaque d’athérome

Les vaisseaux sanguins artériels sont composés de trois couches : I'intima, formée de
cellules endothéliales, et la média, composée de cellules musculaires lisses et I'adventice,
composée principalement de collagéene et supportée par la lamina (2). Les premiéres lésions
athérosclérotiques sont caractérisées par une accumulation de macrophages spumeux sous
I'intima. Ces lésions sont appelées des stries lipidiques et sont déja visibles chez le jeune
adulte (Figure 3). Elles se retrouvent généralement au niveau de |'aorte, ou le flux de sang
important augmente les risques de blessures de la surface endothéliale, ainsi qu’au niveau des
coronaires qui irriguent le coeur (26). En effet, les dynamiques du flux sanguin ne sont pas
égales partout, et certains sites sont plus a risque de dommages. Ces sites ont souvent une
forme qui vient perturber le flux sanguin, ce qui cause un stress de cisaillement sur les cellules
endothéliales, qui deviennent plus perméables et plus a risque d’inflammation et

d’accumulation de macrophages spumeux (26).

Les stries lipidiques ne représentent pas un risque en soi, mais elles sont des
précurseurs de la plague athérosclérotique, formée d’une accumulation de macrophages
spumeusx, de lipides extracellulaires apportés par les LDL et autres lipoprotéines et de cellules

musculaires lisses dont le phénotype s’apparente a un macrophage (26). Au cours de la
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progression de la plaque, les cellules qui la composent subissent une forte inflammation et
finissent par former un cceur nécrosant, tandis qu’une chape fibreuse se forme entre la plaque

et la lumiere du vaisseau sanguin (26).
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Figure 3.  Progression de la dysfonction endothéliale dans I'athérosclérose.

Tiré de Wikipédia (27), image utilisée sous CC BY-SA 3.0

A un stade avancé, si la plaque ne s’est pas stabilisée (par la formation d’une chape
fibreuse épaisse), la conséquence finale est sa rupture probable. La rupture de la plaque
déclenche une thrombose ou le détachement d’un fragment (embole) (26). Dans les deux cas,
I'obstruction d’un vaisseau sanguin peut avoir des conséquences désastreuses comme un
infarctus du myocarde, une embolie pulmonaire ou un accident vasculaire cérébral. Plusieurs

facteurs peuvent affecter la stabilité de la plaque et favoriser sa rupture, mais les trois plus
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importants sont I'amincissement de la chape fibreuse, la dégradation de la matrice ainsi que
la formation et la thrombose de microvaisseaux dans la plaque (2, 26, 28). L'amincissement de
la chape fibreuse est causé par lI'apoptose des cellules musculaires qui la composent,
I"augmentation de la taille du coeur nécrotique ou encore l'inflammation de celle-ci, qui
augmente l'activité de protéases responsables de sa dégradation (2, 26). La dégradation de la
matrice implique la diminution de la quantité de collagéne dans la plaque, ce qui réduit sa
résistance. Cette dégradation s’effectue par l'action de diverses protéases (cathepsines,
métalloprotéases matricielles (MMP), plasmine, etc.) sécrétées par les macrophages et autres
cellules immunitaires (2, 28). La néo angiogeneése au site de la plaque est plus forte lorsque la
plague est instable. Les mastocytes présents au niveau de la plaque sont capables de relacher
plusieurs cytokines proangiogéniques (histamine, héparine, VEGF, bFGF, etc.) qui contribuent a
la formation de vaisseaux sanguins incompétents. Ces vaisseaux sanguins se dégradent
rapidement dans I'environnement hostile de la plaque, libérant globules rouges et autres
sources de lipides. Ce cycle de néo angiogenese et d’inflammation représente un stimulus

proathérogénique fort (2, 28).

A la lumiére des conséquences d’une rupture de la plaque d’athérome, il est important
de pouvoir contréler le développement de la plaque, par exemple en modifiant le profil
lipidique des patients. A I'inverse des LDL qui jouent un réle néfaste au niveau de la plaque, les
HDL, particulierement sous leur forme faiblement enrichie en lipides, sont protectrices. Les
HDL sont aussi anti-inflammatoires et peuvent renverser I'oxydation des LDL, ce qui peut
ralentir la progression de la plague. De plus, comme mentionné a la section métabolisme des
lipoprotéines, les HDL sont responsables du transport inverse du cholestérol, un mécanisme
considéré comme important pour la stabilisation et méme la diminution de la charge
athérosclérotique (29). Toutes ces fonctions font de la particule HDL une cible privilégiée pour

le contréle de la maladie athérosclérotique.

1.2.2 Le transport inverse du cholestérol

Le transport inverse du cholestérol est le nom donné a un ensemble de réactions ayant

pour but de transporter le cholestérol présent au niveau des tissus périphériques vers le foie
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(Figure 4). Ce transport est tres important chez ’homme, car la plupart des cellules ne sont pas
capables de cataboliser leur cholestérol et elles doivent donc I’éliminer par d’autres voies (30).
La premiere étape du TIC s’effectue au niveau des tissus périphériques, ou les cellules
chargées en cholestérol libre vont transférer celui-ci vers un accepteur présent dans le plasma
ou la lymphe, la HDL. La plupart des types cellulaires sont capables de transférer du
cholestérol aux HDL, mais dans le contexte de la plaque athérosclérotique, ce sont
principalement les macrophages (souvent sous forme de cellules spumeuses) qui sont
impliqués (30). Ce transfert est appelé efflux de cholestérol, et les macrophages peuvent
effectuer de I'efflux par 4 voies : 1- par diffusion passive, 2- par le transporteur SR-BI, 3- par le
transporteur ABCG1 et 4- par le transporteur ABCA1(30). Cette derniére voie est particuliére,
puisque le transporteur ABCA1 est responsable de transférer des PL et du cholestérol a I'apoA-

| pauvre en lipides, et joue donc un role clé dans la biogenese des HDL (30).
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Figure 4. Cycle de transport inverse du cholestérol et de remodelage des HDL
intégrant un role pour le liquide interstitiel et la lymphe. Tiré de

Randolph GJ. 2014 (15)

Le détail de toutes les étapes du TIC n’est pas connu avec précision, mais la premiere

étape implique la liaison d’une molécule d’apoA-I pauvre en lipides au transporteur ABCA1 des
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macrophages présents dans la plaque, ce qui permet le transfert du cholestérol libre et des
phospholipides de la membrane plasmique des macrophages vers |I'apoA-I, qui forme alors une
préB1-HDL discoidale (15, 31). L'on ne sait pas exactement comment cette molécule d’apoA-I
pauvre en lipide se retrouve au niveau de la plaque, mais elle pourrait provenir du catabolisme
des HDL par des lipases comme la EL et la HL ou par I'action de protéines de transfert comme
la PLTP et la CETP dans la paroi vasculaire. L'apoA-I pourrait aussi provenir de lipoprotéines
présentes au niveau de la lymphe, ou la PLTP est particulierement active (15). Ces prépf1-HDL
chargées en cholestérol sont ensuite évacuées de la plaque par le systtme lymphatique et
déversées dans la circulation sanguine (15). Les préB1-HDL sont le substrat préféré d’une
uniqgue enzyme dans le sang, la LCAT, qui estérifie le cholestérol libre des HDL a I'aide des
acides gras des phospholipides formant la lipoprotéine (32). Une fois estérifié, le cholestérol
migre vers le centre de la lipoprotéine, ce qui permet sa maturation en HDLs puis
éventuellement en HDL,. Les HDL; continuent de faire de I'efflux, mais cet efflux passe plutot
par les 3 autres voies restantes : le transport passif, par exemple des globules rouges vers les

HDL, ainsi que par I'action des transporteurs SR-Bl et ABCG1 (9).

Au cours de leur maturation, les HDL vont aussi acquérir des triglycérides par I'action
de la CETP (9). L'action de la CETP met en évidence le fait que les LDL ont aussi un role
important a jouer dans le TIC, et une étude avec traceurs radioactifs a montré que les CE des
HDL qui se rendent au foie passent presque tous par une lipoprotéine contenant de I'apoB (33,
34). Toutefois, le cholestérol des HDL peut aussi étre transféré directement au foie ou aux
glandes surrénales par I'action du transporteur SR-Bl. Dans le foie, les esters de cholestérol
sont hydrolysés en cholestérol libre qui est alors excrété dans la bile et déversé dans l'intestin,
pour étre éventuellement éliminé dans les selles (33). Contrairement aux LDL, les HDL ne sont
généralement pas complétement internalisées par le foie. Elles restent donc dans la circulation
ou elles peuvent continuer de faire de I'efflux de cholestérol, ou alors, elles sont remodelées
par les lipases mentionnées ci-dessus, ce qui permet de libérer a nouveau de I'apoA-I délipidée

et de recommencer un cycle complet de TIC (15, 31).
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1.3 La lécithine : cholestérol acyltransférase (LCAT):
description, fonction et role dans la maladie

athérosclérotique

1.3.1 Historique

Les premiers signes de la présence d’estérification du cholestérol libre dans le plasma
ont été découverts en 1935 (35), mais il faudra attendre 1962 pour que Glomset identifie
formellement la LCAT, enzyme responsable de la totalité de I'estérification du cholestérol libre
au niveau du plasma (14). Par la suite, la premiére famille porteuse d’'une déficience compléete
en LCAT f(t découverte en 1967 (36). L'intérét de la communauté scientifique pour la LCAT
connut des hauts et des bas pendant 2 décennies avant une résurgence d’intérét a dans les
années 90. Entre autres, la mise au point d’'une méthode radioactive de mesure de I'activité
endogene de LCAT par Milada Dobiasova (37) a permis de simplifier les tests sur I'enzyme. Plus
récemment, les travaux simultanés des équipes de Jere Segrest et Derek Piper ont permis la
mise au point d’'un modéle moléculaire de la LCAT (38) suivi de quelques mois plus tard par
une cristallisation a haute résolution de la protéine (39). Finalement, les premiers essais
cliniques utilisant de la LCAT recombinante humaine pour le traitement de I'athérosclérose et

des déficiences génétiques en LCAT sont en cours (40, 41).

1.3.2 Structure et génétique

Le gene LCAT est localisé sur le chromosome 16922, et a une longueur de 4,5 kb pour
1,5 kb de séquence codante (42). L'on retrouve I’ARN messager de la LCAT principalement au
niveau du foie, mais aussi en faible quantité niveau du cerveau et tres faiblement au niveau du
cceur et des gonades (43). Le géne LCAT encode une protéine sécrétée de 416 aa, d’un poids
moléculaire apparent de 55 kDa, mais 4 sites de N-glycosylation (Asnio, Asnss, Asnnyz; et
Asnsgs) importants pour 'activité de la protéine augmentent sa masse a environ 68 kDa (44,
45). Comme la LCAT a été cristallisée il a quelques années par Derek Piper et son équipe (39),

I’on possede beaucoup d’information sur sa structure, présentée a la Figure 5.
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La protéine posséde deux ponts disulfures (Cysso-Cysza et Cys3i3-Cyssse) (39) et adopte
une conformation d’hydrolase de type a/B. Cependant, la LCAT ne posséde que 6 des 8
feuillets B normalement associés a ce genre de structure, le premier feuillet correspondant au
feuillet numéro 3 de la numérotation classique (39). Le site actif de I'enzyme est contenu dans
le coeur de I'hydrolase et prend la forme d’une triade catalytique classique des hydrolases,
formées par les acides aminés Serisi, Aspsas et Hiszzz. Un trou oxyanion, servant a retenir
I'acyle-enzyme formé par la réaction d’hydrolyse, est créé par le duo d’acides aminés Cyss; et
Leuisz (39). En plus de son domaine principal d’hydrolase, la LCAT posséde deux sous-
domaines : le premier, aux résidus 32-119, est formé principalement d’acides aminés sans
structure secondaire, et est marqué par la présence de la premiére liaison disulfure (Cysso-
Cys7a). Ce sous-domaine serait responsable d’établir I'interface eau-lipide nécessaire a
I'activité de I'enzyme sur les lipoprotéines (39). Le second sous-domaine posséde deux
insertions dans la portion hydrolase, et est formé des résidus 214-303 et 319-344. Ce sous-
domaine formé de 4 feuillets B et 3 hélices a forme un couvercle sur le site catalytique,

protégeant le site catalytique lorsque la protéine se retrouve en milieux aqueux (39).
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Figure 5.  Structure cristalline de la LCAT. Légende: Domaine hydrolase en
bleu, sous-domaine 1 en violet et sous-domaine 2 en vert. Adapté de

Piper DE et al. 2015(39)

1.3.3 Déficiences en LCAT d’origine génétique

Il existe actuellement deux maladies génétiques caractérisées par une altération de
I'activité de la LCAT. La premiere est une déficience partielle de I'activité LCAT, appelée Fish-
Eye Disease (FED) (46). La seconde, découverte avant la FED, est plus sévere et est caractérisée
déficience complete de la LCAT. Elle est appelée familial LCAT deficiency (FLD) ou déficience
familiale en LCAT (47). Ces deux maladies sont considérées avoir un mode de transmission
autosomique récessif, mais une étude récente sur le phénotype présenté par des
hétérozygotes italiens a démontré que ceux-ci avaient certains signes de la maladie, comme
un HDL-C plus bas et une LCAT moins active et en plus faible concentration plasmatique (48,
49). Ces informations indiquent que les déficiences en LCAT pourraient avoir un mode de

transmission co-dominant.

1.3.3.1 Fish-eye disease (FED)

La premiere occurrence de familles atteintes de FED a été rapportée en 1982 par Lars
Carlson, a l'institut Karolinska de Stockholm (46). Dans son rapport, Carlson présente deux cas
de familles suédoises dont certains des membres étaient atteints d’une maladie causant une
opacification de la cornée. Puisque les yeux des patients atteints rappelaient les yeux des
poissons bouillis (Figure 6), la premiere famille étudiée par Carlson était appelée « famille avec
la maladie des yeux de poisson » dans leur village natal (46). Carlson a effectué plusieurs tests
afin d’élucider la cause de cette maladie, mais sans succes. Il a toutefois souligné la
ressemblance entre le phénotype présenté par ses patients et celui présenté par les patients
atteints de la maladie de Tangier (qui est caractérisée par une déficience dans le transporteur
ABCA1) et de la FLD. Les patients étaient caractérisés par une quantité légérement diminuée
d’esters de cholestérol dans le sérum, une réduction de 90% du HDL-C et un enrichissement

des LDL en triglycérides. Les HDL des patients étaient plus petites que les HDL; normales, mais
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puisque ses patients semblaient avoir une activité LCAT normale et que le ratio CE/CL des HDL
des patients était normal (bien que la concentration en CE des HDL était tres faible), il a
éliminé, par erreur, la possibilité d’'une déficience en LCAT (46). Il faudra attendre 1985 pour
qgu’il identifie avec succes la cause de cette maladie: une déficience de I'activité a-LCAT

(activité sur les HDL) (50).

La FED est donc causée par une incapacité de la LCAT a estérifier le cholestérol sur les
HDL, mais son activité sur les LDL n’est pas affectée. En plus de présenter les opacités
cornéennes typiques de la déficience en LCAT (causé par une accumulation de PC et de CL et
une diminution des CE au niveau de la cornée), la FED est caractérisée par une augmentation
des TG plasmatiques, une trés forte diminution du HDL-C, mais une concentration plasmatique
en cholestérol total égale ou un peu plus faible que normale, la concentration en ester de
cholestérol dans les LDL étant plus importante en compensation (51, 52). La LCAT est
habituellement légérement moins abondante que chez les sujets sains, mais son activité
d’estérification n’est pas affectée. Généralement, les seules HDL présentent dans le plasma
des patients atteints de FED sont des préB-HDL. Etonnamment, les porteurs ne semblent pas
présenter une plus forte propension aux maladies cardiovasculaires que les sujets sains,
possiblement parce les HDL sont surtout présentes sous la forme de préB1-HDL, lesquelles
effectuent aussi de facon efficace I'efflux de cholestérol, et que le catabolisme des
lipoprotéines contenant de I'apoA-I est ralenti, ce qui pourrait conférer des effets protecteurs
(51). Généralement, les mutations de la LCAT causant la FED sont localisées sur la portion
hydrophile de I'enzyme, ce qui peut affecter la liaison aux petites molécules HDL ainsi que

I’activation par I'apoA-I (39, 51, 53).

Figure 6. Oeil d’'une personne atteinte de FED, montrant I’opacité cornéenne.

Tiré de Carlson LA. 1982 (46)
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1.3.3.2 Familial LCAT deficiency (FLD)

La premiére description d’'une famille atteinte d’'une déficience totale en activité LCAT
est venue seulement quelques années apres lidentification formelle de la protéine par
Glomset(14). En 1967, Norum et Gjone, de I'hdpital universitaire Rikshospitalet d’Oslo, ont
rapporté I'absence presque totale d’esters de cholestérol et de HDL dans le sérum de 3 sceurs
d’une famille norvégienne (47). Les sceurs présentaient une anémie, une protéinurie ainsi
gu’une opacité cornéenne. La concentration plasmatique en cholestérol libre, en triglycérides
ainsi qu’en phospholipides était plus élevée que la normale, et le sérum ne présentait aucune

activité LCAT mesurable (47).

De facon générale, les homozygotes FLD présentent plusieurs phénotypes :
premierement, les symptomes les plus apparents sont les opacités cornéennes, dont la
sévérité varie en fonction de la personne (51). Deuxiemement, les porteurs ont une anémie
normochrome et normocytaire, mais leurs globules rouges prennent la forme d’une cloche ou
d’un chapeau mexicain. Cette déformation est causée par une augmentation de la quantité de
cholestérol libre de la membrane cellulaire, ce qui la fragilise et cause une hémolyse modérée
et une diminution de I’érythropoiése (51, 54). Finalement, la cause principale de mortalité de
la FLD est la maladie rénale. En effet, une protéinurie peut étre détectée tres tot chez ces
patients et vers la cinquantaine, cette protéinurie se développe en insuffisance rénale. La
cause principale de cette insuffisance rénale est la déposition de lipides au niveau des reins
ainsi que I'accumulation de petites vésicules multilamellaires formées de phospholipides et de
cholestérol libre, appelées LpX, qui sont néphrotoxiques et causent de l'inflammation et
I'accumulation de cellules spumeuses dans le glomérule (51, 55). Comme pour la FED, les
patients FLD ne sont généralement pas prédisposés a développer une athérosclérose précoce,
possiblement parce que la LCAT ne peut estérifier le cholestérol plasmatique. La CETP ne
pouvant transférer les TG des VLDL aux HDL contre des CE, il y a moins de formation de LDL et
le LDL-C est pathologiquement tres réduit. De plus, comme pour les FED, il y a accumulation de
préB-HDL, ce qui pourrait étre protecteur en favorisant un efflux de cholestérol plus important

des tissus périphériques (48, 51).
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Les symptomes présentés plus haut sont la norme, mais il peut arriver que le
phénotype FLD soit trés différent entre deux patients, et ce méme lorsqu’ils proviennent d’une
méme famille. Par exemple, Alexis Baass et son équipe (56) ont présenté le cas de deux freres
canadien-francais atteints de FLD, mais avec des phénotypes trés différents. L'un avait un
faible taux de triglycérides sanguins et de cholestérol total, ainsi que la présence de LpX.
L'autre présentait une hypertriglycéridémie ainsi qu’un plus haut taux de cholestérol total et
aucune LpX. Des analyses génétiques ont révélé que les deux freres avaient des génotypes
différents au niveau de 'apoE : €3/€3 pour le premier et £€3/€2 pour le deuxiéme. Les auteurs
ont suggéré que la présence d’ApoE €2 a pu étre responsable d’un ralentissement dans
I’élimination des VLDL, ce qui a mené a une hypertriglycéridémie chez ce patient. Ainsi,
d’autres molécules peuvent avoir une influence importante sur le phénotype observé chez les

patients FLD.

Au niveau de I'effet des mutations sur la LCAT, puisqu’il existe plus de cas répertoriés
de FLD que de FED, les mutations responsables de la FLD sont mieux caractérisées. Piper et al.
(39) ont examiné la localisation de certaines de ces mutations sur leur modéle de LCAT
cristallisée. Il apparait que la plupart des mutations causant la FLD se situent autour du centre
catalytique de la protéine, interférant avec I'activité enzymatique ou la liaison du substrat.
Quelques mutations affectent le repliement de la protéine, empéchant son excrétion.
Finalement, quelques mutations affectent le couvercle responsable de I'interface eau-lipides

(39).

1.3.4 Fonction et réaction enzymatique

La LCAT a une double fonction de phospholipase et d’acyltransférase (de facon similaire
aux acyl-CoA : cholesterol acyltransferases (ACAT 1 et 2) intracellulaires) et elle est
responsable de I'estérification du cholestérol libre dans le plasma. Pour ce faire, elle hydrolyse
I'acide gras d’un phospholipide en position sn-2 puis le transestérifie sur le groupement 3-
hydroxyle du cholestérol. Cette réaction consomme donc un cholestérol libre (CL) et un
phospholipide (PL) (57) pour produire un ester de cholestérol (CE) et un lysophospholipide
(LysoPL) (58).
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LCAT
CL+PL —— CE + LysoPL

Figure 7.  Action enzymatique simplifiée de la LCAT

Ana Jonas a bien décrit les étapes de la réaction enzymatique de la LCAT dans une

revue publiée en septembre 2000 (Figure 8) (42) :

Solution

Figure8. Etapes de la réaction enzymatique de la  LCAT.
Légende: E représente la LCAT, E* la LCAT activée par apoA-I, E*-acyl
est la forme acylée de I'enzyme. PC et C sont les substrats de la LCAT

et LysoPC et CE les produits. Tiré de Jonas A. 2000 (42).

La LCAT circule généralement dans le plasma attachée de facon réversible aux
lipoprotéines (59). La réaction enzymatique commence donc par la dissociation de la LCAT
d’une lipoprotéine et I'arrimage de la protéine a une nouvelle HDL, suivi de son activation par
I'apoA-l. Le complexe enzymatique activé peut ensuite hydrolyser une PC et former un
complexe acyle enzyme avec I'acide gras hydrolysé. La LPC est habituellement reldchée dans le
plasma, et la chalne acyle est transférée sur le groupement 3-hydroxyle d’un cholestérol,

formant un ester de cholestérol. Ce dernier, par sa polarité diminuée par rapport au

23



cholestérol libre et aux PC, va migrer vers le centre de la lipoprotéine. Toutefois, dans une
situation ol un cholestérol libre ne serait pas disponible, la LCAT est capable de réacyler une
LPC pour former une nouvelle PC. La plupart des réactions enzymatiques de la LCAT sont
réversibles, mais la réaction inverse n’est pas favorisée d’un point de vue thermodynamique

(42).

Plusieurs études fonctionnelles sur la LCAT ont permis de déterminer quels étaient ses
substrats optimaux. Premierement, si I’'on considére les groupements polaires des PL, la LCAT
possede une forte affinité pour les PL éthanolamine et choline, mais presque aucune affinité
pour les autres types de PL (inositol, sérine) (42). Sur une HDL, les PC représentent plus de 80%
des PL, la LCAT travaille donc principalement sur ce lipide. Deuxiemement, la sphingomyéline
est un inhibiteur de la LCAT, particulierement lorsque présente en trop grande concentration
sur les lipoprotéines (42, 60). Finalement, la longueur des acides gras en position sn-2 sur les
phospholipides peut aussi modifier I'affinité de la LCAT. La LCAT humaine montre une
préférence pour les acides gras longs (de 16 a 20 carbones) (61). En mesurant I'apparition de
CE dans le plasma suite a I'action de la LCAT, il apparait que prés de 60% des esters produits
sont des CE(18:2) (62). Les autres CE les plus abondants sont les CE(20 :4), CE(18:1) et CE(16:0)
(tous entre 10 et 15%) (62). Ces résultats confirment que la LCAT est active surtout au niveau
des PC ayant ces acides gras en position sn-2. La seule exception est le CE(16:0); le palmitate
(C16:0) se retrouve rarement en position sn-2 sur les PC, mais il est connu que la LCAT est
capable d’hydrolyser I'acide gras en position sn-1 lorsque la position sn-2 est occupée par un
acide gras incompatible, ce qui explique probablement I'apparition de cet ester de cholestérol
(42). Un des objectifs de notre étude sera de revérifier I'affinité de la LCAT pour ces lipides. |l
est a noter que ces résultats ne concernent que la LCAT humaine. En effet, la LCAT est
hautement hétérogene dans le monde animal, et par exemple, la LCAT de rongeur montre une

plus forte préférence pour I'arachidonate (C20:4) que pour le linoléate (C18:2) (62).

Ensuite, la majorité de l'activité de la LCAT se retrouve au niveau des HDL car
I'apolipoprotéine majeure des HDL, I'apoA-l, est son activateur principal (63). Le mode
d’activation de la LCAT par I'apoA-I n’est pas complétement compris, mais un modele suggere

que I'apoA-1 adopte sur les HDL la forme d’une double ceinture avec une boucle (Figure 9). Sur
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cette boucle, les résidus 143 a 170 de chacune des apoA-I sont placés a I'opposé I'un de 'autre
et sont impliqués dans I'activation de la LCAT (64, 65). A mesure que la HDL augmente en taille
(et diminue en densité), la double ceinture d’apoA-I s’étire, ce qui diminue progressivement la
taille de la boucle et le potentiel de celle-ci d’activer la LCAT. Cette boucle semblerait aussi
étre importante pour la liaison de la LCAT aux HDL par la création de pont hydrogénes ou
d’interactions ioniques (65). Toutefois, la LCAT posséde aussi une faible activité sur les
lipoprotéines contenant de I'apoB (LDL, VLDL), ou I'apoE pourrait servir d’activateur (63). De

méme, I'apoE est I'activateur principal de la LCAT au niveau du liquide cérébrospinal (66).
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Figure9. Modeéle « double ceinture avec boucle » de la conformation de
I’apoA-I sur les HDL. A mesure que la taille de la HDL augmente, les
résidus responsables de [Iactivation de la LCAT (en rouge)

s’éloignent. Tiré de Martin DDO. 2006 (64).

Finalement, toutes les fonctions de la LCAT ne sont pas encore connues et des
recherches in vitro ont démontré qu’elle est, en tant que phospholipase A2, capable
d’hydrolyser le facteur d’activation plaquettaire (PAF) (67) ainsi que les acides gras a courte
chaine des phospholipides oxydés (68). Il s’agit toutefois de réles potentiels, et I'importance

physiologique de ces activités n’est pas connue.
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1.3.5 Mesures et calculs de I'activité LCAT

Il est possible de mesurer I'activité de la LCAT selon deux points de vue : endogene et
exogene. La mesure endogene est une mesure de |'estérification du cholestérol (activité LCAT)
présent dans les lipoprotéines naturelles du plasma testé. Cette mesure est fortement
dépendante de la composition lipidique du plasma, et dans une situation ou deux échantillons
de plasma auraient la méme quantité de LCAT, un échantillon de plasma composé de
beaucoup de préB1-HDL résultera en une plus forte estérification que celui composé
principalement de HDL,. C'est donc une mesure de l'activité « réelle » de la LCAT dans le

plasma des patients.

A I'inverse, la mesure exogéne implique de tester I'activité de la LCAT sur un substrat
artificiel en condition saturante de I'enzyme. Pour ce faire, du plasma dilué est ajouté a un
mélange de protéoliposomes chargés en cholestérol et en PC et le taux d’estérification est
mesuré (69). La mesure exogeéne est indépendante de la composition en lipoprotéines du
plasma elle mesure donc l'activité enzymatique totale de la LCAT. La mesure exogene est
essentielle pour valider le type de déficience (FED ou FLD) d’un porteur hétérozygote pour une

mutation de la LCAT.

Il existe plusieurs fagons de calculer I'activité de la LCAT a partir de ces mesures, mais
deux calculs sont particulierement utilisés, le FER et le CER (37, 70). Le FER est un calcul du
taux d’estérification du cholestérol libre; il est mesuré comme le pourcentage de cholestérol
libre du plasma estérifié sur un laps de temps donné. Son équation est la suivante :

Cholestérol libre T4 — Cholestérol libre T3
Cholestérol libre Tjo¢

FER = ( ) + X heures X 100%
Figure 10.  Equation du calcul FER de I'activité LCAT. T4c représente la quantité
de cholestérol libre a la température 4°C (condition controle), Ts7c
représente la quantité de cholestérol libre a la température 37°C

(condition activée).
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La deuxieme mesure est le CER, soit simplement la quantité de cholestérol estérifié (en

masse) par heure par litre de solution (ug/h/L).

CER — Cholestérol libre T,.. — Cholestérol libre Ts;

X heures X Y volume

Figure 11.  Equation du calcul CER de I’activité LCAT.

La mesure de FER a I'avantage sur le CER d’étre possible en condition de mesure semi-
guantitative, puisqu’il s’agit d’'un pourcentage qui ne fait pas appel aux concentrations
absolues de cholestérol libre. L'appellation FERupL est souvent utilisée pour dénoter la mesure
de FER sur du plasma déplété en lipoprotéines contenant de I'apoB par les techniques de
précipitation classiques (71) (polyéthyléne glycol (PEG), phosphotungstate, héparine ou
dextran), qui ne contient alors que des HDL. Les calculs de FERnp. et de CER ont été mis au
point par Milada Dobidsova et son équipe (37, 70, 72, 73) pour mesurer I'activité de la LCAT a
I'aide de cholestérol radioactif, mais ils peuvent étre utilisés pour une mesure de cholestérol

libre par test enzymatique ou par LC-MS.

1.3.6 Role dans la maladie athérosclérotique

Malgré son role essentiel dans la maturation des HDL, il n’y a pas actuellement de
consensus sur le réle exact de la LCAT dans le développement de la maladie athérosclérotique.
Le fait que les sujets déficients en LCAT ne présentent généralement pas plus d’athérosclérose
gue la population moyenne semble indiquer que la LCAT n’est pas impliquée dans le
développement de la maladie (51), mais d’un autre c6té certains modeéles animaux suggérent
le contraire. Récemment, des études de phase 1 ont été effectuées pour tester I'effet de
I'infusion de LCAT recombinante (LCATrh) chez des sujets humains (40, 41); ces études, ainsi
que celles qui vont suivre devraient permettre d’arriver a une conclusion sur le potentiel de la

LCAT comme outil thérapeutique dans la maladie athérosclérotique.
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1.3.6.1 Modéles animaux

L’effet de I"'augmentation ou de la diminution de I'activité de la LCAT a été testé chez
plusieurs modéles animaux, avec des effets variables selon les modeles. Chez la souris nourrie
avec une diéte athérogéne, la surexpression de LCAT augmente la quantité de HDL-C, mais
aussi la charge athérosclérotique (74). Il semblerait que la surexpression de la LCAT chez ces
souris modifie la structure et la fonctionnalité des HDL. Celles-ci augmentent en taille et
deviennent de mauvais accepteurs de cholestérol (74). Ces grosses HDL sont aussi moins
bonnes pour livrer les CE au foie et méme la surexpression de SR-BI causée par I'augmentation
du HDL-C n’arrive pas a rétablir les niveaux normaux de CE dans le foie (75). Toutefois, les
souris ont un profil lipidique tres différent de I’homme, car entre autres, elles n’expriment pas
de CETP. Lorsque les souris transgéniques expriment la CETP simienne, le profil lipidique est
humanisé et les souris ne présentent pas plus d’athérosclérose lorsque la LCAT est
surexprimée (75). Il est a noter toutefois que ce genre de surexpression augmente fortement
la concentration plasmatique en LCAT (jusqu’a 100 fois) (74). Lorsque la LCAT est surexprimée
de fagon plus modeste (environ 10 fois plus), la surexpression ne semble pas athérogene,
méme sans I'ajout de CETP (76). A I'inverse, I'induction d’une déficience en LCAT chez la souris
semble protectrice, possiblement car les niveaux de LDL-C étaient eux aussi réduits lorsque les

souris étaient nourries d’une diéte riche en gras et en cholestérol (77, 78).

Au niveau du lapin, qui est beaucoup plus proche de I'humain au niveau du profil
lipidigue ainsi gu’au niveau de la maladie athérosclérotique, les recherches semblent pointer
vers un role protecteur de la LCAT. Les lapins chez qui la LCAT a été surexprimée présentent un
HDL-C et un LDL-C plus élevé et sont mieux protégés contre I'athérosclérose (57). Pour que la
LCAT soit protectrice cependant, les lapins doivent avoir un récepteur des LDL (rLDL)
fonctionnel, sans quoi il y accumulation d’oxLDL, ce qui finit par augmenter la charge

athérosclérotique (75).

Finalement, la surexpression de la LCAT chez les singes-écureuils augmente le HDL-C et
accélere le catabolisme ainsi que la sécrétion de I'apoA-l. Les HDL contiennent plus de

cholestérol, mais la quantité d’apoA-I totale ne change pas, ce qui indique que les HDL sont
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plus grosses, plutét que plus nombreuses (79). L'expression de LCAT a aussi diminué les
niveaux de LDL-C en augmentant le catabolisme des LDL (déterminé par le temps de résidence
de lipoprotéines radio marquées), mais comme les singes-écureuils ont un profil LDL différent

de celui de I'homme, les auteurs n’ont pas généralisé cet effet au modéle humain (79).

Au niveau animal, la surexpression de la LCAT semble donc protectrice, mais comme
aucun de ces modeéles ne représente parfaitement I’homme, des études chez '"homme sont

inévitables pour tirer une conclusion sur I’effet de la LCAT dans I’athérosclérose.

1.3.6.2 Etudes humaines

Il'y a peu d’études humaines sur le role de la LCAT dans la maladie athérosclérotique,
car la déficience en LCAT est rare. Malgré tout, puisque les études animales sont peu
concluantes, certains chercheurs se sont penchés sur la question. Comme mentionné a la
section 1.3.3 sur les maladies génétiques, les sujets déficients en LCAT n’ont généralement pas
plus d’athérosclérose que la population normale (48). Ceci peut sembler curieux, étant donné
le role important de la LCAT dans la biogenése des HDL, mais il apparait que les sujets
déficients en LCAT ont une forte concentration plasmatique en préB-HDL; or les préB-HDL sont
de trés bons accepteurs de cholestérol, I'efflux de cholestérol chez les sujets déficients en
LCAT n’est donc généralement pas affecté (80). De plus, les sujets atteints d’une déficience
compléte en LCAT ont moins de particules LDL, ce qui est protecteur dans la maladie
athérosclérotique (52). Cependant, les HDL ne font pas que de I'efflux de cholestérol, elles
sont aussi capables d’agir comme molécules anti-inflammatoires et anti-oxydantes. De ce c6té,
la déficience en LCAT diminue le potentiel antioxydant des HDL, et augmente légerement la
guantité de phospholipides oxydés sur les LDL, mais dans I'ensemble, I'oxydation des lipides ne

semble pas plus importante (81).

Quelques études ont quand méme réussi a faire ressortir des différences entre les
sujets déficients en LCAT et les sujets sains au niveau du risque de maladies cardiovasculaires,
mais parfois avec des conclusions opposées. Par exemple, une étude sur une cohorte de 47
hétérozygotes avec 58 témoins familiaux a démontré que les porteurs hétérozygotes d’une

mutation de la LCAT avaient une épaisseur intima-media (IMT) de la carotide |égerement plus
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élevée que les témoins (0.623 contre 0.591 mm) (82). Cependant, une autre étude, cette fois
basée sur I'analyse de mutations génétiques de la LCAT chez 10 281 participants a I'étude sur
les maladies cardiovasculaires de la ville de Copenhague (CCHS) et 50523 participants
de I'étude sur la population générale de Copenhague (CGPS), n’a pas trouvé d’association
entre la présence de mutations génétique de la LCAT et le risque d’avoir un infarctus du
myocarde (83). Dans ces deux études cependant, le faible nombre de sujets déficients en LCAT
(et pour la plupart hétérozygotes) rend difficile une analyse poussée de l'effet de ces
déficiences chez ’lhomme. Dans I'ensemble, la déficience en LCAT ne semble pas avoir d’effets

bénéfiques ou néfastes au niveau de la santé cardiovasculaire.

1.3.6.3 Traitement par LCAT humaine recombinante

Puisque la perte de fonction de la LCAT ne semble pas avoir d’effet au niveau des
maladies cardiovasculaires athérosclérotiques, il est intéressant d’évaluer I'effet qu’une
augmentation de sa concentration plasmatique pourrait avoir. Les premiers tests de
remplacement de la LCAT par infusion de LCAT humaine recombinante ont été réalisés avec
succes chez la souris en 2010 (84) et dans le plasma humain déficient en LCAT en 2013 (85).
Dans les deux cas, I'ajout de LCAT permettait de retrouver un profil lipoprotéique normal, ce
qui était encourageant pour le traitement des patients FLD, chez qui les déficiences rénales
causées par la perte d’activité de la LCAT provoquent une mort prématurée. Le premier
traitement de remplacement enzymatique chez 'lhomme a été effectué au National Heart,
Lung and Blood Institute du National Institute of Health par I'équipe du Dr Alan T. Remaley
(41). L'injection pendant environ 8 mois de LCAT recombinante (ACP-501) a été bien tolérée
par le patient, et a permis de corriger I'anémie ainsi que le profil lipidigue du patient.
Cependant, le patient présentait une insuffisance rénale sévere, et bien que l'infusion d’ACP-
501 a permis de stabiliser I'état du patient, elle n’a pas pu renverser la perte de fonction

rénale qui était déja tres avancée.

L’ACP-501 a aussi été testé chez I’'humain dans une étude de phase 1b. 4 cohortes avec
une maladie coronaire stable et un faible HDL-C ont regu une dose unique variable d’ACP-501

et un suivi a été effectué pendant 28 jours. La LCAT a été bien tolérée, et la dose la plus élevée
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(13,5 mg/kg) a augmenté le HDL-C de 42% (40). Des études de phase 2 avec I’ACP-501,
reformulé et renommé MEDI-6012, sont présentement en cours, commanditées par

Medimmune (86).

1.4 Objectifs et hypotheses

Il n"existe pas actuellement de technique de pointe pour mesurer I'activité de la LCAT,;
il n’est possible de mesurer son activité qu’a I'aide de marqueurs radioactifs du cholestérol ou
par le dosage enzymatique du cholestérol ou des esters de cholestérol. Chacune des méthodes
présente leurs désavantages: les méthodes radioactives sont plus toxiques pour
I’envi