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RESUME

Introduction : Le dalcetrapib, inhibiteur de la glycoprotéine hydrophobe de transfert des esters de choles-
térol (CETP), a été étudié dans le cadre de I'essai clinique de phase Il dal-PLAQUE2 (DP2). L’objectif principal
est d’étudier I'effet du dalcetrapib aprés 1 an de traitement sur la structure et la fonction des HDL dans une
sous-population de la cohorte DP2.

Méthode : Les sujets de la cohorte DP2 ayant une série de mesures de cIMT et des échantillons de plasma
et sérum au baseline et a 1 an de traitement furent sélectionnés (379 sujets: 193 du groupe placebo (PCB)
et 186 du groupe dalcetrapib (DAL)). Des données biochimiques prédéterminées, le profil des concentra-
tions et tailles des sous-classes de HDL et LDL en résonance magnétique nucléaire (RMN) et 2 mesures de
capacité d’efflux de cholestérol (CEC) du sérum ont été explorées. Les données statistiques furent obtenues
en comparant les changements a un an a partir du « baseline » avec un ANOVA ou ANCOVA. La procédure
normalisée de fonctionnement d’essai d’efflux de cholestérol permet de calculer I'efflux fractionnel (en %)
de H-cholestérol des lignées cellulaires BHK-ABCA1 (fibroblastes) et J774 (macrophages, voie ABCA1) et
HepG2 (hépatocytes, voie SR-BI), vers les échantillons sériques de la cohorte DP2.

Résultats : Pour la biochimie plasmatique, un effet combiné des changements d’activité de CETP dans les 2
groupes a causé une réduction de 30% dans le groupe DAL. Apres 1 an de traitement dans le groupe DAL, la
valeur de HDL-C a augmenté de 35,5% (p < 0,001) et I'apoA-l a augmenté de 14,0% (p < 0,001). Au profil
RMN, dans le groupe DAL aprés 1 an de traitement, il y a augmentation de la taille des HDL-P (5,2%; p <
0,001), des grosses particules HDL (68,7%; p < 0,001) et des grosses particules LDL (37,5%; p < 0,01). Les
petites particules HDL sont diminuées (-9,1%; p < 0,001). Il n’y a aucune différence significative de mesure
de cIMT entre les deux groupes aprés 1 an de traitement. Pour la CEC, il y a augmentation significative par
la voie du SR-BI et une augmentation via la voie ABCA1 dans le groupe DAL apres 1 an de traitement.
Conclusion : Apres un an de traitement au dalcetrapib, on note une hausse de HDL-C, des résultats plut6t
neutres au niveau du profil lipidique par RMN et une CEC augmentée mais trop faible pour affecter la valeur
de cIMT chez les échantillons testés.

Mots clés : cholestérol, athérosclérose, dalcetrapib, capacité d’efflux de cholestérol, ABCA1, SR-BI,
HDL, cIMT



ABSTRACT

Introduction: Dalcetrapib, an inhibitor of the hydrophobic cholesteryl ester transfert protein (CETP), was
studied within the framework of the phase Il clinical essay dal-PLAQUEII (DP2). The main goal is to study the
effect of dalcetrapib after 1 year of treatment on the structure and function of the HDL particles in a sub-
population of the DP2 cohort.

Method: DP2 subjects having a series of measurements of cIMT and samples of plasma and serum at base-
line and after 1 year of treatment were selected (379 samples: 193 in the placebo arm (PCB) and 186 in the
dalcetrapib arm (DAL)). Predetermined biochemical data, profile of size and subclass concentrations of HDL
and LDL by nuclear magnetic resonance (NMR) and 2 different serum cholesterol efflux capacity (CEC)
measures were explored. Statistical data were obtained comparing change at 1 year from baseline with
ANOVA or ANCOVA. The standardized protocol of efflux essay allowed to calculate the *H-cholesterol frac-
tional efflux (in %) of BHK-ABCAL1 (fibroblasts) and J774 (macrophages, ABCA1 pathway) and HepG2
(hepatocytes, SR-BI pathway) cell lines, to human sera samples from the DP2 cohort.

Results: Regarding the plasmatic biochemistry, a combined effect in CETP activity changes in both arms
caused a reduction of 30% in the DAL arm. After 1 year in the DAL arm, HDL-C rate was increased by 35.5%
(p < 0.001) and apoA-I value increased by 14.0% (p < 0.001). In the NMR lipoprofile in the DAL arm after 1
year, size of HDL particles by 5.2% (p < 0.001), large HDL particles by 68.7% (p < 0.001) and large LDL parti-
cles by 37.5% (p < 0.01). Small HDL particles were decreased by 9.1% (p < 0.001). Regarding cIMT index,
there is no significant difference between the 2 arms. On the level of the CEC, we noted a significant in-
crease of the efflux through the SR-BI pathway and a increase via the ABCA1 pathway in the DAL arm after 1
year of treatment.

Conclusion: After one year of treatment with dalcetrapib, one can note a rise of HDL-C, rather neutral re-
sults on the level of the NMR lipoprofile and a modest increased efflux capacity but too low to affect the
value of cIMT in the tested samples.

Key words: cholesterol, atherosclerosis, dalcetrapib, cholesterol efflux capacity, ABCA1, SR-BI,
HDL, cIMT
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apoA-| : apolipoprotéine A-l

AST (SGOT) : aspartate aminotransférase (sérum glutamooxaloacétate transférase)
CABG : coronary artery bypass graft (pontage coronarien)

CAD : coronary artery disease (maladie coronarienne)

CEC : capacité d’efflux de cholestérol

CETP : cholesterol ester transfer protein (glycoprotéine hydrophobe de transfert des esters de
cholestérol)

CETPi : inhibiteurs de CETP

cIMT : carotid intima-media thickness (épaisseur de I'intima-media carotidienne)
CM : chylomicrons

CML : cellules musculaires lisses

CPK : créatine phosphokinase

DAL : dalcetrapib

Dal-HEART : dalcetrapib HDL Evaluation, Atherosclerosis & Reverse cholesterol Transport Program
DP2 : dal-PLAQUE2

EC : esters de cholestérol

eGFR : estimated glomerular filtration rate (taux de filtration glomérulaire estimé)
ET-1: endothéline-1

FC : free cholesterol (cholestérol libre)

FMD : flow mediated dilatation (vasodilatation dépendante du flux sanguin)

GC : Génome Canada

HbAlc : hémoglobine glyquée

HDL : high density lipoprotein (lipoprotéines de haute densité)

HDL-C : high density lipoprotein cholesterol (cholestérol lié aux HDL)

HDL-P : high density lipoprotein particles (particules de HDL)
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HMG-CoA : 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A

HMG-CoAr : 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A réductase
HTA : hypertension artérielle

IM : infarctus du myocarde

IMC : indice de masse corporelle

IRM : imagerie par résonance magnétique

IVUS : intravascular ultrasound (échographie intravasculaire)

Kp : constante de dissociation

LAL : lipase acide lysosomale

LCAT : lécithine cholestérol acyl transférase

LDL : low density lipoprotein (LP de faible densité)

LDL-C : low density lipoprotein cholesterol (cholestérol lié aux LDL)
LDL-P : low density lipoprotein particles (particules de LDL)

LDLr: récepteur LDL

LP : lipoprotéines

LPL : lipoprotéine lipase

LXR : liver X receptor (récepteur nucléaire des oxystérols)

MAPA : mesure ambulatoire de la pression artérielle

MCAS : maladie coronarienne athérosclérotique

MCV : maladie cardiovasculaire

MPO : myéloperoxydase

NO : oxyde d’azote

NPC1 : Niemann-Pick type C1 protein (protéine membranaire intégrale Niemann-Pick type C1)
NPC1L1: Niemann-Pick type C1-like 1 protein (protéine Niemann-Pick type C1-like 1)
PCB : placebo

PCSK9 : proprotéine convertase subtilisine kexine 9

PL : phospholipides

PONL1 : paraoxonase-1

PPARa : peroxisome proliferator-activated receptor o (récepteur a activé par les proliférateurs des
péroxisomes)

RCT : reverse cholesterol transport

RE : réticulum endoplasmique

RMN : résonance magnétique nucléaire

ROS : reactive oxygen species (dérivés réactifs de I’'oxygene)
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RXR : retinoid X receptor (récepteur X des rétonoides)

QCA : quantitative coronary angiography (angiographie coronarienne quantitative)

S1P : membrane-bound serine protease (protéase a serine liée a la membrane)

S2P : membrane-bound zinc metalloprotease (métalloprotéase au zinc liée a la membrane)
SCA : syndrome coronarien aigu

SCAP: SREBP-Cleavage-Activating-Protein (protein activatrice du clivage de SREBP)

SR-BI: scavenger receptor type B class | (récepteur éboueur de type B classe 1)

SREBP : Sterol Regulatory Element Binding Protein (protein liant I'’élément régulatoire des sterols)
TG : triglycérides

TIC : transport inverse du cholestérol

TPA : total plaque area (aire totale de la plaque)

TPV : total plaque volume (volume total de la plaque)

ULN : upper limit of normal (limite supérieure de la normale)

VLDL : very low density lipoprotein (LP de trés basse densité)
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INTRODUCTION

1. Cholestérol - Définition

Chez les animaux, les différents lipides jouent des réles multifonctionnels. Par exemple, les phos-
pholipides (PL) et le cholestérol composent la membrane cellulaire. Les acides gras, stockés et
transportés majoritairement sous forme de triglycérides (TG), peuvent étre oxydés dans la mito-
chondrie afin d’en libérer I'énergie (Lodish et al, 2003; Eberlé et al, 2004). Le cholestérol est pré-
curseur des acides biliaires et des hormones stéroidiennes (Brown et Goldstein, 1986). Les vitami-
nes liposolubles A, D, E et K ainsi que plus de 23 000 autres composés biologiques sont dérivées
des précurseurs de la biosynthése du cholestérol (Lodish et al, 2003). Contrairement aux autres
types de lipides, le cholestérol ne peut étre utilisé directement comme source d'énergie: son ca-
tabolisme implique sa conversion en d'autres molécules biologiquement actives. Il est directe-
ment ou indirectement relié a plusieurs fonctions biologiques, pour ne nommer que la signalisa-
tion cellulaire, la morphogenése, la réponse au stress et aux métabolismes du phosphore et cal-
cium (Cortes et al, 2013). Non seulement le cholestérol est impliqué dans diverses pathologies
telles que les démences, le cancer ou le diabete, il joue un réle indiscutable dans le développe-
ment des maladies cérébro et cardiovasculaires (lkonen, 2008). Chez les mammiféres, 60 a 80%
du cholestérol cellulaire se trouve dans la membrane plasmique (ou il constitue 20-25% des lipi-
des totaux) tandis que seulement 1% compose la membrane du réticulum endoplasmique (RE).
Une variation de la concentration de cholestérol dans la membrane semble contrdler plusieurs
fonctions reliées a cette organelle ainsi que le transport membranaire du RE vers I'appareil de

Golgi (Lodish et al, 2003; Ikonen, 2008; Cortes et al, 2013).

2. Gestion cellulaire des niveaux de cholestérol

Afin d’accomplir ses activités spécifiques, la cellule doit maintenir un niveau adéquat de cholesté-
rol intracellulaire. La gestion des niveaux de cholestérol est un processus trés bien controlé par
plusieurs protéines et mécanismes régulateurs. Les deux sources de cholestérol disponibles pour
la cellule afin de combler un niveau trop bas sont I'import de cholestérol alimentaire (30%) et la
synthese de novo par le foie (70%) (lkonen, 2008). Ces valeurs peuvent varier entre les individus
selon leur bagage génétique et leur alimentation (Eberlé et al, 2004; lkonen, 2008). Quand les
niveaux de cholestérol intracellulaire sont trop élevés, la cellule peut stocker, exporter ou effluer
le cholestérol en surplus. L'efflux de cholestérol par les macrophages (et une multitude de types
cellulaires) est la premiere étape du transport inverse du cholestérol (TIC, ou reverse cholesterol

transport, RCT). Ce concept, d’abord proposé par Glomset (1968), stipule que I'excés de cholesté-



rol dans les tissus périphériques est transporté vers le foie pour son excrétion biliaire par les lipo-
protéines (LP) de haute densité (HDL — high density lipoprotein) et ses sous-fractions (voir Figure

1).

Comme les lipides sont hydrophobes, ils sont transportés dans les lipoprotéines, consistant en
une coquille externe composée d’apolipoprotéines (apoA, apoB, apoC et/ou apoE) et d’'une mo-
nocouche phospholipidique contenant du cholestérol. Les apolipoprotéines aident a organiser la
structure de la LP et a déterminer ses interactions avec les enzymes, les protéines de transfert
extracellulaires et les récepteurs de surface cellulaires. Il y a 4 classes de LP, classées ici en ordre
croissant de densité et décroissant de taille : les chylomicrons (CM), les LP de trés basse densité
(VLDL — very low density lipoprotein), les LP de faible densité (LDL — low density lipoprotein) et les
HDL. Une seule copie de I'apoB-100 se trouve sur les VLDL et LDL, une seule copie de I'apoB-48 se
retrouve sur le CM, aucune copie de apoB se retrouve sur HDL, apoA est retrouvée sur CM et HDL,
apoC et apoE sur CM, HDL et VLDL (Pownall et Gotto, 1999). Au centre de la LP se trouvent des
centaines de lipides neutres, soit des TG, soit des esters de cholestérol (EC) ou les deux. Les CM et
VLDL transportent majoritairement des TG tandis que les LDL et HDL contiennent plus d’EC, dont
70% se trouve dans les LDL (Lodish et al, 2003).

2.1 Combler des niveaux trop bas
2.1.1 Entrée de cholestérol alimentaire
Du cholestérol libre (free cholesterol - FC) peut étre capté au niveau du foie par la protéine Nie-
mann-Pick C1-like 1 (NPC1L1) qui posséde un domaine sensible aux stérols et que I'on retrouve
normalement associée a I'endosome hépatique chez les humains. Cette protéine, retrouvée aussi
a la surface apicale des entérocytes, joue un réle indiscutable dans la captation du cholestérol
libre plasmatique lorsqu’elle est relocalisée a la surface des hépatocytes en situation de déplétion

de cholestérol (Yu et al, 2006; Ikonen, 2008).

Le cholestérol alimentaire, une fois solubilisé par les sels et acides biliaires, est absorbé via la
NPC1L1 des entérocytes. Il est ensuite empaqueté sous forme d’EC et de TG dans un CM et est
libéré via la membrane basale afin d’entrer dans la circulation lymphatique puis plasmatique (lko-
nen, 2008). L'enzyme lipoprotéine lipase (LPL), retrouvée a la surface luminale des cellules endo-
théliales capillaires, hydrolyse les CM et les VLDL et permet la libération des acides gras et du gly-
cérol qui seront utilisés par les muscles ou stockés sous formes de TG dans le tissu adipeux (Torto-

ra et Grabowski, 1999; Lodish et al, 2003). Les remnants des CM, soit les EC et les apoprotéines



restantes, sont captés par le foie soit de facon sélective via le scavenger receptor type B class |
(SR-BI) ou par endocytose des LP complétes contenant apoB ou apoE via le récepteur LDL (LDLr)
(Lodish et al, 2003). Ce dernier peut alors resécréter le cholestérol dans la circulation sous forme
de VLDL qui seront hydrolysées par la LPL en LDL. Ce cholestérol, provenant initialement de
|"alimentation, est finalement disponible pour la cellule qui en fera I'import. On parle alors d’influx

ou captation de cholestérol (lkonen, 2008).

2.1.1.a SR-BI
SR-BI, glycoprotéine membranaire intégrale exprimée par toutes les cellules mais surtout par les
cellules productrices d’hormones stéroidiennes et les hépatocytes, permet au foie d’atteindre de
hauts niveaux de captation d’EC provenant des HDL circulantes (HDL-C — cholestérol lié aux HDL)
matures (voie directe du retour au foie du TIC). Le mécanisme derriére ce processus n’est pas
encore clair, mais pourrait impliquer I’'hémifusion de la monocouche phospholipidique de la LP
avec la couche externe de la membrane cellulaire, sans internalisation de la LP pour la majorité
des cellules (Rigotti, Miettinen & Krieger, 2003; Leiva et al, 2011; Soran et al, 2012). Par contre,
I'internalisation d’holoparticules de HDL peut étre observée dans la prise d’EC sous certaines
conditions par quelques types cellulaires, par exemple les cellules LdIA7-CHO surexprimant SR-BI

humain (Zhang et al, 2007).

2.1.1.b Récepteur LDL
L'apport de cholestérol extracellulaire peut aussi se faire via le LDLr, protéine de 860 résidus pré-
sente sur toutes les cellules mais en majorité sur les hépatocytes (Lodish et al, 2003; lkonen,
2008). Le LDLr peut lier 'apoB-100 contenue dans les LDL et VLDL et I'apoE contenue dans les CM
et les HDL (lkonen, 2008). Ce complexe LP/LDLr ou CM/LDLr est endocyté par I'entremise des
puits tapissés de clathrine et un endosome précoce se forme. L’acidification du pH de I'endosome
cause la dissociation du LDLr et de I'apoB/apoE, puis le LDLr est recyclé a la surface afin de lier
d’autres apoB/apoE (Lodish et al, 2003; Goldstein et Brown, 1974). Les EC de la LP internalisée
seront hydrolysés en FC par la lipase acide lysosomale (LAL). Ces FC seront dirigés vers d'autres
organelles ou membranes cellulaires par I'action de la protéine membranaire intégrale Niemann-
Pick C1 (NPC1), située dans la membrane du /late endosome/lysosome et possédant aussi un do-
maine sensible aux stérols (Lodish et al, 2003; Cortes, 2013). Les surplus de FC seront estérifiés
par l'acétyl-coenzyme A : cholestérol acyltransférase 2 (ACAT2) et stockés dans les gouttelettes
lipidiqgues ou réintégrés dans les VLDL/CM chez les hépatocytes/entérocytes respectivement

(Burnett et al, 1999; Rader et al, 2003; lkonen, 2008).



2.1.2 Synthése de novo
Presque toutes les cellules peuvent synthétiser de novo du cholestérol a partir de I'acétyl-coA
Ikonen, 2008; Cortes et al, 2013). Cette synthése implique I'action de plus de 30 enzymes dont
|’étape limitante dépend de la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A réductase (HMG-CoAr),
ancrée dans la membrane du RE, qui transforme HMG-CoA en mévalonate dans le cytosol car ils
sont hydrosolubles (Lodish et al, 2003; Ikonen, 2008; Cortes et al, 2013). Cette synthése débute
par la protéolyse intramembranaire régulée, soit le clivage protéolytique du facteur de transcrip-
tion SREBP (Sterol Regulatory Element Binding Protein) afin d’en générer des facteurs de trans-
cription actifs ou nSREBP (Brown & Goldstein, 1999; Rawson, 2003; Sato, 2010). SREBP est intégré
dans la membrane du RE par deux domaines transmembranaires hydrophobes unis par une bou-
cle de 30 acides aminés se projetant dans la lumiere du RE et posséde un motif liant I’ADN a son
extrémité N-terminale (Yokoyama et al, 1993; Sato et al, 1994; Brown & Goldstein, 1999). Son
extrémité C-terminale est liée a I'extrémité C-terminale de SCAP (SREBP-Cleavage-Activating-
Protein), autre protéine membranaire du RE servant d’escorte a SREBP. SCAP change de confor-
mation suite a la liaison du cholestérol sur son domaine sensible aux stérols situé a I’extrémité N-
terminale, permettant sa liaison réversible a Insig, protéine membranaire du RE comportant aussi
un domaine sensible aux stérols et servant d’ancrage au complexe SREBP-SCAP, inhibant ou per-
mettant ainsi leur déplacement vers le Golgi (Brown et Goldstein, 1999; Lodish et al, 2003; Foufel-

le et al, 2005; Yang, 2002; lkonen, 2008).

Quand les niveaux intracellulaires de cholestérol sont bas, le complexe SREBP-SCAP peut étre
intégré dans les vésicules COP-Il (coat protein complex Il — vésicules tapissées d’un complexe de
protéines permettant le bourgonnement de la membrane du RE) et relocalisé vers le Golgi. La
protéolyse intramembranaire régulée prend place : SIP (membrane-bound serine protease) cou-
pe SREBP dans la boucle luminale, puis S2P (membrane-bound zinc metalloprotease) coupe
I’extrémité N-terminale. nNSREBP migre vers le noyau et se lie aux SRE de plus de 30 génes cibles
des synthése et capture de cholestérol (dont LDLr), des acides gras, des TG et des PL (Brown &

Goldstein, 1997; Rawson et al, 1997; Sakai et al, 1998; Eberlé et al, 2004; Sato, 2010).

2.2 Faire diminuer des niveaux trop hauts
Une accumulation de FC facilite sa transformation en oxystérols toxiques (tels 25-hydroxycholes-
térol and 7-kétocholestérol) qui inhibe a son tour I'efflux de FC et I'estérification par ACAT. Nor-
malement, une des réponses adaptatives des macrophages est la production de phospholipides a

partir du surplus de FC par I'enzyme limitante CTP:phosphocholine cytidylyltransférase. Lorsque



ce mécanisme n’arrive plus a gérer le surplus de FC, les concentrations membranaires du RE et
des mitochondries de FC augmentent. Une augmentation du ratio physiologique FC/PL diminue la
fluidité membranaire et les fonctions des protéines membranaires intégrales peuvent étre alté-
rées. Certains domaines membranaires sont modifiés et la signalisation cellulaire associée s’en
trouve perturbée. Lorsque ce ratio FC/PL est trés élevé, des cristaux de cholestérol en forme
d’aiguille se forment, dérangeant physiquement l'intégrité des structures intracellulaires. Tout
ceci résulte en I'activation d’une série de voies apoptotiques chez les macrophages, particuliere-
ment la voie mitochondriale et la voie Fas, en plus d’une accumulation de la protéine pro-
apoptotique Bax. Tous ces mécanismes cytotoxiques favorisent le développement de lésions

athérosclérotiques (Tabas, 2002).

2.2.1 Stockage
Le FC est estérifié en EC soit par ACAT1, exprimée par les macrophages et plusieurs autres types
cellulaires, ou ACAT2 chez les entérocytes et les hépatocytes humains, puis emmagasiné dans des
gouttelettes lipidiques (Chang et al, 2001; Cortes et al, 2013). Les macrophages contenant une
bonne quantité de ces gouttelettes visibles sous microscope peuvent se développer en cellules

spumeuses impliquées dans le développement de I'athérosclérose (Lodish et al, 2003).

2.2.2 Sécrétion
Le cholestérol peut étre sécrété via ABCG5/8 situé a la membrane apicale du canalicule biliaire.
ABCG5/8, formé des hémitransporteurs ABCG5 et ABCGS, fait partie de la famille ABC (ATP-
binding-cassette). La famille des transporteurs ABC comprend plus de 250 membres. lls sont com-
posés de 2 domaines cytosoliques liant et hydrolysant I’ATP ainsi que de deux domaines trans-
membranaires, mobilisé par I’hydrolyse de I’ATP, permettant le transport de molécules au travers
de la membrane (Scott et al, 2012). Le motif ABC s’étend sur environ 120 acides aminés. Ce motif
est composé de trois domaines nommeés Walker A, C-loop (domaine distinguant les transporteurs
ABC des autres protéines liant I’ATP) et Walker B (Baldan et al, 2009). Les acides biliaires, le cho-
lestérol et les PL s’assemblent en micelles et forment la bile qui solubilisera le cholestérol alimen-
taire dans l'intestin. Ultimement, une partie des acides biliaires et du cholestérol sera éliminé

dans les selles (lkonen, 2008; Khera et Rader, 2010; Cortes et al, 2013).

2.2.3 Efflux
Les transporteurs ABC sont des régulateurs-clés de I'efflux de cholestérol. Non seulement les ma-

crophages et hépatocytes, mais aussi les autres types cellulaires, expriment ubiquitairement le



transporteur ABCA1, permettant la lipidation de I'apolipoprotéine A-lI (apoA-l), protéine essen-
tielle a la formation des HDL et sécrétée majoritairement par le foie (70%) et le petit intestin
(30%). Avec I'ajout de FC et de PL par ABCAL, I'apoA-I se développe en préB-HDL discoidale et
évite ainsi d’étre catabolisée par les reins. Ensuite, I'enzyme plasmatique lécithine cholestérol acyl
transférase (LCAT) estérifie le FC en EC hydrophobes, faisant gonfler le cceur de la HDL en forma-
tion, créant ainsi un gradient unidirectionnel de FC des cellules vers les accepteurs HDL favorisant
I’efflux (Ikonen, 2008; Tall et al, 2008; Calabresi et al, 2009; Santos-Gallego et al, 2011; Soran et al,
2012).

Deux autres transporteurs tres présents sur les macrophages sont ABCG1, qui permet de lipider
encore plus la préB-HDL formée afin d’organiser des HDL plus grosses évoluant vers HDL; et HDL,
et le SR-BI, qui joue aussi un réle de lipidation sur les HDL matures (Rigotti, Miettinen & Krieger,
2003). Dans le plasma, les EC des HDL peuvent étre échangés, par l'action de la glycoprotéine
hydrophobe de transfert des esters de cholesterol (CETP), contre des TG des LP riches en TG, soit
les VLDL et CM. Une fois ces transporteurs modifiés enzymatiquement par la LPL en LDL et rem-
nants, ils sont captés par LDLr (principalement) ou SR-BI au niveau hépatique et les EC provenant
initialement des HDL sont éliminés de la circulation (voie indirecte du TIC) (Santos-Gallegos et al,

2008; Soran et al, 2012).

La portée de tous ces processus de régulation est le flux net, soit la différence entre I'entrée et la
sortie de cholestérol. Il en résulte soit une déplétion nette, un bilan neutre ou une accumulation

nette, telle qu’observée chez les cellules spumeuses athérogenes (Kellner-Weibel et al, 2010).
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Figure 1: Voies métaboliques des HDL et du TIC chez I’'humain. Les macrophages peuvent effluer
du FC via les transporteurs ABCA1, ABCG1 et SR-BI vers les différentes sous-classes de HDL. Les EC
transportés par les HDL peuvent étre captés par le foie via le récepteur SR-BI, constituant la voie
directe du TIC. La voie indirecte du retour au foie des EC, la plus importante du TIC, se fait via les
LDL captés par le LDLr au niveau hépatique, les EC étant échangés contre des TG entre les HDL et
les LDL par la CETP (tirée de Santos-Gallego et al, 2011).

3. Maladies cardiovasculaires
3.1 Prévalence et statistiques

Les maladies cardiovasculaires (MCV) font 250 000 victimes par année au Canada (Heart and Stro-
ke Foundation, 2013). Selon Statistiques Canada (2012), il y a eu, en 2009, 68 342 décés dus aux
maladies cardiovasculaires. Au Canada, les coronaropathies ischémiques causées par
I’athérosclérose, ou maladies coronariennes athérosclérotiques (MCAS), représentent le type de
maladies cardiovasculaires le plus répandu (Agence de la santé publique du Canada, 2010). Un
facteur de risque majeur de I'athérosclérose, ou formation de dépdts lipidiques dans la paroi des
arteres, est I’hypercholestérolémie, ou augmentation anormale du taux de cholestérol total dans
le sang (Brown & Goldstein, 1986; World Health Organization, 2002; Heart and Stroke Foundation,
2013), qui peut étre d’origine génétique, donc de cause primaire et non modifiable, ou étre se-
condaire a une autre condition médicale, a la prise de médication ou la conséquence de mauvai-

ses habitudes de vie, telle une diéte riche en gras saturés (Gotto & Pownall, 1999). En effet, un
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haut taux de LDL-C est I’élément clé permettant aux facteurs de risque modifiables (hypertension,
tabac, diabéte, syndrome métabolique, inactivité physique, obésité, manque de sommeil, infec-
tion aigué) d’amorcer le développement de |'athérosclérose (Libby, 2002; Rajendran et al, 2013).
Les radicaux libres produits par ces facteurs de risque alterent I'équilibre d’oxyde d’azote (NO) et
endommagent I’endothélium, favorisant ainsi une diminution de sa vasodilatation, un état proin-
flammatoire, des propriétés prothrombiques et une augmentation de sa perméabilité (Rajendran

et al, 2013).

3.2 Physiopathologie
Une accumulation plasmatique de LDL-C augmente aussi son temps de circulation, favorisant les
modifications chimiques naturelles athérogénes (Abifadel et al, 2012). L’oxydation des particules
LDL par les ROS (reactive oxygen species) produites par les cellules endothéliales, entre autres, est
observée dans I'athérosclérose in vitro et in vivo; on parle alors de LDLox. L’échec des thérapies
antioxydantes dans la prévention de I'athérosclérose démontre que d’autres causes participent
au développement de la maladie. En effet, la glycation, soit la formation d’un lien entre le glucose
plasmatique et les résidus lysines exposés de I'apolipoprotéine B, est trés présente sur les LDL et
accompagne |'oxydation : on parle alors de glycoxydation (Soran et Durrington, 2011). Vu leur
petit diamétre (18-25 nm), les particules LDL intactes traversent aisément I'endothélium artériel
par transcytose (Fogelstrand et Borén, 2012). Elles seront modifiées dans I'intima (oxydation,
lipolyse, protéolyse et/ou aggrégation) et seront phagocytées a leur tour, participant au phéno-
meéne inflammatoire (Lusis, 2000). Comme la captation des LDLox par le LDLr est diminuée, ces
particules migrent facilement dans I'intima de la paroi artérielle (Santos-Gallego et al, 2008; Soran
et al, 2012). Une fois dans la paroi, des sites chargés positivement exposés des particules LDL
(modifiées ou non) se lient aux chaines glycosaminoglycanes chargées négativement des protéo-
glycanes de la matrice (Santos-Gallego et al, 2008; Fogelstrand et Borén, 2012; Soran et al, 2012).
Deux facteurs favorisent la phagocytose des particules LDL par les monocytes et les macropha-
ges : 1) la liaison de I'apoB a la protéoglycane induisant un changement de conformation de la
lipoprotéine et 2) les modifications des particules LDL par les résidus oxydatifs produits par les
cellules environnantes (Fogelstrand et Borén, 2012). La phagocytose est médiée par des récep-
teurs éboueurs ayant pour mission de reconnaitre les molécules détériorées, entre autres (Younis

et al, 2009).

Une fois activés, les monocytes et/ou macrophages sécrétent des médiateurs de I'inflammation

(IL-1, TNF-a) qui favorisent I'expression de récepteurs d’adhésion cellulaire favorisant la fixation



de la cellule a la matrice extracellulaire éboueurs reconnaissant les LDLox par les macrophages et
le relachement d’endothéline-1 (ET-1) par les cellules endothéliales et les cellules musculaires
lisses (CML) (Lusis, 2000; Rajendran et al, 2013). L'ET-1 joue plusieurs roles dans |'athérogenese :
1) elle favorise la chimioattraction des monocytes, 2) elle active les macrophages qui sécretent
des médiateurs de I'inflammation a leur tour, 3) elle stimule la migration des CML, 4) elle aug-
mente la prolifération des fibroblastes et leur production de matrice, 5) elle augmente
I’adhérence plaquettaire. La dysfonction endothéliale en résultant cause I'instabilité de la plaque
athéromateuse (Rajendran et al, 2013). Comme I'activité des récepteurs éboueurs n’est pas régu-
lée a la baisse par un mécanisme de rétroaction négative puisqu’il ne joue aucun role exclusif
dans le métabolisme cellulaire du cholestérol, il en résulte une accumulation massive d’EC dans
des gouttelettes lipidiques cytoplasmiques menant a la formation de cellules spumeuses. Cette
accumulation d’EC stimule I'activité de CYP27Al1, enzyme permettant la formation de 27-
hydroxycholestérol qui active a son tour la voie du récepteur nucléaire des oxystérols (liver X re-
ceptor - LXR; décrit a la section 3.3.6) et donc I’expression d’ABCA1 et ABCG1, augmentant I'efflux
de ce cholestérol (Denis et al, 2003; Souidi et al, 2004; Tall et al, 2008). Ce mécanisme protecteur
fait son temps et on voit finalement apparaitre des stries lipidiques dans la paroi artérielle, la
premiere étape de I'athérosclérose. L'étape suivante consiste en I'accumulation de cellules spu-
meuses dans l'intima, la prolifération des CML et la migration de ces dernieres de la média vers
I'intima. Les CML produisent de la matrice extracellulaire, peuvent absorber du cholestérol et
développer des gouttelettes lipidiques au point de devenir cellules spumeuses a leur tour. Les
stries lipidiques évoluent alors en plaques athérosclérotiques ou athéromateuses (Ross, 1993)

(voir Figure 2).
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Figure 2 : Etapes du développement d’une plaque athéromateuse instable & partir de la dysfonc-
tion endothéliale. (traduit de Ross R, The new England J Med., 340:115-126 (1999))

Les macrophages spumeux se trouvant au centre de la plague meurent, par apoptose ou nécrose,
n’arrivant plus a expulser le cholestérol hors de la paroi artérielle. Le cholestérol intracellulaire et
des substances inflammatoires, telles que le facteur tissulaire favorisant la coagulation et des
métalloprotéases digérant la matrice, sont relachées, rendant la plaque plus vulnérable a la ruptu-
re (Santos-Gallego et al, 2008; Tabas, 2002). On parle de noyau nécrotique (Falk, 2006). La pré-
sence de cristaux de cholestérol marque le développement de la plaque vers un stade plus avan-
cé, avec des changements au niveau de la média et de I'adventice. La lésion progresse vers le fi-
broathérome, éventuellement recouvert d’une chape fibreuse composé de CML ayant migrées et

de collagene (Santos-Gallego et al, 2008).

A mesure que la plaque se développe, elle s’étend vers la lumiére de I'artére diminuant ainsi l'aire
permettant au sang de passer. Les cellules et organes situés en aval de la plaque regoivent moins
d’oxygeéne et de nutriments, phénoméne appelé ischémie. Si le blocage est important au niveau
d’une coronaire, cela cause de la douleur nommeée angine. S’il y a rupture de la plaque, un caillot

de plaquettes et de fibrine peut se former, obstruant partiellement ou totalement I'artére. On
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parle alors d’ischémie hypoxique car les réserves de nutriments des cellules déplétées s’épuisent
et I'apport d’oxygene est insuffisant, pouvant mener a la mort cellulaire et la perte de fonction du
tissu. La sévérité des dommages causés dépend de la durée de I'occlusion et de la zone atteinte.
L'occlusion d’une coronaire peut mener a un infarctus du myocarde (IM), I'occlusion d’une artere
carotide a un accident vasculaire cérébral de type ischémique (Lusis, 2000; Lodish et al, 2003) et
I’occlusion d’une artére périphérique peut mener au développement de la maladie artérielle péri-

phérique (Smeltzer et Bare, 2004).

3.3 Normes de soins et nouvelles thérapies
D’apres Statistiques Canada (2009), la valeur de cholestérol total souhaitée chez les 20-79 ans est
inférieure a 5,2 mmol/L et la valeur LDL-C est de 3,5 mmol/L et moins. En 2013, ’American Heart
Association et I’American College of Cardiology ont développé un outil (2013 ACC/AHA Guideline
on the Treatment of Blood Cholesterol to Reduce Atherosclerotic Cardiovascular Risk in Adults)
permettant de guider l'initiation d’un traitement aux statines selon des valeurs cibles de LDL-C
afin de prévenir 'athérosclérose : les patients =2 21 ans présentant une valeur de LDL-C > 4,9
mmol/L (190 mg/dl) devraient étre traités avec une forte dose de statines; les patients diabéti-
ques (40-75 ans) présentant des valeurs entre 1,8 mmol/L et 4,9 mmol/L (70-189 mg/dl) devraient
étre traités avec des doses modérées de statines et les non diabétiques (40-75 ans) devraient voir
leur risque de développer I'athérosclérose réévalué tous les 4-6 ans. De plus, la notion de risque
résiduel implique que certains patients sont a risque de vivre un événement cardiovasculaire
conséquemment a un bas taux de HDL-C ou a une hypertriglycéridémie, malgré un bas taux de

LDL-C (Rhainds et al, 2012a).

3.3.1 Angioplastie
Lorsque les lésions athérosclérotiques causent de I'ischémie aux tissus en aval de la sténose, les
interventions mécaniques largement utilisées permettant une reperfusion des tissus |ésés sont la
dilatation coronarienne, I'installation de tuteurs endovasculaires métalliques (stents) ou le ponta-
ge coronarien, selon I'avancement de la maladie. N'oublions pas que cette condition chronique
progresse plus ou moins vite, selon le niveau de contréle des facteurs de risque, et qu’il peut y
avoir resténose de la lésion ou développement de nouvelles sténoses (Smeltzer et Bare, 2004,

Soran et al, 2012).
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3.3.2 Statines
Les statines sont les médicaments les plus efficaces et populaires dans le traitement de
I’hypercholestérolémie. Six différentes statines sont utilisées couramment: atorvastatine, rosu-
vastatine, simvastatine, fluvastatine, lovastatine et pravastatine. Elles se lient a I'enzyme HMG-
CoAr et inhibent directement son activité, diminuant la synthése de novo du cholestérol et consé-
guemment le niveau intracellulaire de cholestérol hépatique. La voie SREPB est activée et
I’expression de LDLr, entre autres, est augmentée, permettant a la cellule de capter plus de cho-
lestérol plasmatique (Lodish et al, 2003; Cortes et al, 2013). Cela permet de garder les niveaux
plasmatiques de LDL-C plus bas, diminuant ainsi le temps de circulation des lipoprotéines et donc
les modifications chimiques naturelles athérogénes (Abifadel et al, 2012). Avec I'utilisation des
statines dans le traitement de I'athérosclérose, une diminution de 1 mmol/L de LDL-C plasmati-
que, peu importe la valeur initiale, est associée a une diminution d’environ 20% du risque CV,

jusgu’a un maximum d’environ 63% (Lehne, 2007; Sampson et al, 2012; NHLBI, 2014).

3.3.3 Inhibiteurs de PCSK9
La proprotéine convertase subtilisine kexine 9 (PCSK9) est une protéase a sérine exprimée majori-
tairement au niveau du foie et des intestins faisant partie de la famille des proprotéines converta-
ses. Elle inhibe naturellement le LDLr en augmentant sa dégradation, autant au niveau intracellu-
laire qu’extracellulaire. L'expression génique de PCSK9 et LDLr est activée par la voie SREBP et
donc co-induite par les statines. Trois types d’inhibiteurs de PCSK9 ont été développés. D’abord,
les oligonucléotides antisens (voie d’administration parentérale, intraveineuse ou sous-cutanée)
diminuaient I'expression de fagon notable mais les deux essais cliniques (SPC5001 et BMS-84442)
ont été arrétés sans explications en Novembre 2011 (Shen et al, 2013). Ensuite, de petits ARN
interférents anti-PCSK9 encapsulés dans les liposomes (voie d’administration intraveineuse) ont
été testés en phase | par deux compagnies pharmaceutiques différentes. Alnylam Pharmaceuti-
cals n’a pas poursuivi les essais cliniques pour I’ALN-PCS malgré des baisses importantes de LDL-C
et I'absence d’effets secondaires sérieux et Tekmira a suspendu |’essai en phase | pour le PRO-
040201 sans donner d’explications (Shen et al, 2013). Finalement, des anticorps monoclonaux
neutralisants dirigés contre PCSK9 (voie d’administration sous-cutanée) sont les plus avancés au
niveau clinique. Les anticorps AMG145 et SAR236553/REGN727 sont présentement étudiés en
essais cliniques de phase lll sont présentement (Goedeke et Fernandez-Hernando, 2012; Rhainds

et al, 2012b; Petrides et al, 2013).
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3.3.4 Ezetimibe
L'ezetimibe, licencié par la FDA en 2002, se lie a NPC1L1 des entérocytes et bloque le transfert du
cholestérol luminal vers I'intérieur de la cellule. Les baisses sériques subséquentes de LDL-C peu-
vent atteindre 20% lorsque I'ezetimibe est utilisé seul et jusqu’a 60% lorsqu’administré avec une
statine (Taylor et al, 2009; Hayashi et Kawamura, 2013). Par contre, depuis quelques années, il est
suggéré de |'utiliser prudemment car il serait associé a des dysfonctionnements du TIC par inhibi-
tion de SR-BI et a la progression de I'athérosclérose en inhibant partiellement ACAT causant une

augmentation cytotoxique de FC (Kellner-Weibel et al, 1999; Taylor et al, 2009).

3.3.5 Résines
Les résines séquestrant les acides biliaires, telles que la cholestyramine, le colestipol et le colese-
velam, sont non solubles et se lient aux acides biliaires dans la lumiere intestinale, formant des
complexes empéchant leur réabsorption par les entérocytes. Les complexes contenant du choles-
térol sont excrétés dans les selles et I'arrét du cycle entérohépatique des acides biliaires cause
une diminution de niveau hépatocytaire d’acides biliaires et de cholestérol. Cette diminution fa-
vorise |'activité de I'enzyme clé dans la synthése d’acides biliaires, 7a-hydroxylase, et il en résulte
une baisse des niveaux hépatocytaires de cholestérol et donc une activation de la voie SREBP et

augmentation subséquente de I'expression de LDLr (Lehne, 2007).

3.3.6 Agoniste LXR
Le LXR, un récepteur nucléaire, s’hétérodimérise avec le récepteur X des rétonoides (RXR) pour
former le complexe LXR/RXR qui se lie aux éléments de réponse LXR de I’ADN. Le LXRa, exprimé
par les cellules ayant une grande activité métabolique (hépatocytes, adipocytes, macrophages), et
le LXRB, exprimé de fagon ubiquitaire, sont activés par des dérivés du cholestérol appelés oxysté-
rols et induisent I'expression des genes suivants : ABCA1, ABCG1, ABCG5, ABCGS8, CETP, APOE,
SREBP, CYP7A1, entre autres (Ilkonen, 2008; Santos-Gallego et al, 2008; Calkin et Tontonoz, 2012;
Cortes et al, 2013). Vu tous les effets sur les génes favorisant le TIC, la mise au point d'agonistes
LXR semblait une cible pharmacologique attirante dans le traitement de |'athérosclérose. Deux
substances ont été I'objet d'études animales, GW3965 et T0901317 : malheureusement, comme
elles ne sont pas spécifiques a I'un ou I'autre des LXR, I'hypertriglycéridémie et la lipogenéese hé-
patique favorisées par la stimulation du LXRa démontre la nécessité de développer des agonistes

spécifiques a LXRPB (Calkin et Tontonoz, 2012; Miao et al, 2004; Cortes et al, 2013).

13



3.3.7 Niacine
La niacine (vitamine Bs), ou acide nicotinique, a plusieurs effets augmentant le taux de cholestérol
HDL. D’abord, la synthése hépatique des TG est diminuée et la dégradation post-
transcriptionnelle de I'apoB est augmentée, diminuant la sécrétion de VLDL et LDL (Kamanna et al,
2013). La niacine inhibe I'expression de la chaine B de I’ATP synthase au niveau hépatique, dimi-
nuant ainsi le catabolisme de HDL sans affecter la synthese d’apoA-I (Jin et al, 1997). Finalement,
comme la transcription de '’ABCA1 est augmentée, la lipidation d’apoA-I diminue son catabolisme
prématuré lorsqu’elle est non lipidée. L’acide nicotinique peut diminuer le taux LDL-C de 5 % a
25%, les TG de 20% a 50% et augmenter le taux de HDL-C de 15% a 35% (Lehne, 2007). Les effets
secondaires limitant son utilisation dans le traitement et la prévention de I'athérosclérose sont
majoritairement le flushing (vasodilatation capillaire cutanée causant rougeur marquée et sensa-
tion de chaleur au niveau du visage et du torse) et I'hépatotoxicité, selon la formulation du com-
posé nicotinique (Creider et al, 2012; Kamanna et al, 2013). Les deux grandes études cliniques
réalisées sur la niacine, AIM-HIGH et HPS-2 THRIVE (étude dans laquelle le laropiprant, antagonis-
te des récepteurs de prostaglandines, était combiné a la niacine dans le but d’annuler I'effet de
flushing), n’ont démontré aucune efficacité au traitement par la niacine chez les patients déja
sous statine, malgré une augmentation de HDL-C (Wright, 2013). Le traitement niaci-
ne/laropiprant utilisé dans I'étude HSP-2 THRIVE a été associé a une augmentation significative
des taux de problemes cutanés, gastro-intestinaux, musculosquelettique, de saignements et
d’infection ainsi qu’'une augmentation de l'incidence du diabéte et de complications diabétiques
(The HSP-2 THRIVE Collaborative group, 2014). Le médicament Tredaptive (niacine a llibération

prolongée/lapropiprant) n’a donc pas été approuvé aux Etats-Unis (Merck, 2013).

3.3.8 Fibrates
Les fibrates, ou dérivés de I'acide fibrique, tel le gemfibrozil, sont des agonistes du peroxisome
proliferator-activated receptor a (PPARa). lls permettent une augmentation de la synthése hépa-
tique d’apoA-I, se traduisant par une élévation de HDL-C (Staels et Auwerx, 1998). De plus, les
fibrates augmentent la production de la LPL et diminuent la production d’apoC-lll (inhibiteur im-
portant de la LPL), augmentant ainsi la clairance plasmatique des TG en diminuant les niveaux
VLDL de 40% a 55% (Lehne, 2007). L'utilisation actuelle est trés limitée vu les résultats plutét neu-
tres des études ACCORD (gemfibrozil et statines vs statines seules afin d’augmenter le HDL-C et
diminuer les taux de TG) (Nilsson, 2010) et FIELD (fénofibrate vs placebo et la diminution du ris-
gue cardiovasculaire chez des patients diabétiques type 2 ne prenant pas de statines) (The FIELD

study Investigators, 2005).
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3.3.9 Inhibiteurs de la CETP
Les diminutions de la masse et de I'activité de la CETP ont été associées a une augmentation de la
concentration plasmatique de HDL-C ainsi qu’a une diminution du risque de la maladie corona-
rienne (Santos-Gallego et al, 2008; Ballantyne et al, 2012). Inazu et al. (1990 et 1994) ont associé
des mutations causant une déficience en CETP présentes chez plusieurs familles japonaises a une
hausse de HDL-C et une absence d’athérosclérose prématurée. En 2000, Okamoto et al. ont traité
des lapins avec le dalcetrapib et ont noté une diminution de 70% des |ésions athérosclérotiques
apres six mois de traitement. Dans la cohorte de I’étude EPIC-Norfolk, des taux élevés de CETP ont
été associés a un risque augmenté de MCV future chez les individus apparemment sains mais
hypertriglycéridémiques (Boekholdt et al, 2004). Les inhibiteurs de CETP (CETPi) sont toujours
I’objet d’études cliniques car ils augmentent les niveaux de HDL-C en diminuant le transfert des EC
des HDL vers les LP contenant de I'apoB en échange de TG, favorisant ainsi la voie directe du TIC

au détriment de la voie indirecte (Rhainds et al, 2012a).
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Figure 3 : Structures chimiques des inhibiteurs de CETP discutés dans cet ouvrage (tirée de Liu et
al, 2012)

Le torcetrapib, le premier CETPi testé en phase lll, fait partie du groupe des tétrahydroquinoline
(Figure 3) et se lie a la poche N-terminale du tunnel hydrophobe de la CETP (Liu et al, 2012). Il a
été associé a une mortalité excessive suite a I'analyse intérimaire de I'’étude ILLUMINATE en 2006
et ce malgré une augmentation de HDL-C jusqu’a 60%. Les trois études d’imagerie (ILLUMINATE,
RADIANCE-1 et RADIANCE-2) nont démontré aucun effet bénéfique sur la charge athéroscléroti-
que coronarienne mesurée par IVUS (intravascular ultrasound - échographie intravasculaire) (IL-
LUSTRATE) (Nissen et al, 2007) ou carotidienne mesurée par échographie en mode B (RADIANCE-1
et RADIANCE-2) (Bots et al, 2007; Kastelein et al, 2007). L’effet négatif hors-cible majeur du torce-
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trapib est I'augmentation de la concentration sérique d’aldostérone et des changements sériques
électrolytiques (augmentation du bicarbonate et diminution du potassium (Liu et al, 2012)) cau-
sant I'activation des récepteurs minéralocorticoides et résultant en une augmentation de la pres-
sion artérielle (Johns et al, 2012). En 2000, la compagnie Japan Tobacco a mis au point le JTT-705
(identifié comme RO4607381 lorsqu’un partenariat avec Roche fut mis en place), maintenant
appelé dalcetrapib (Okamoto et al, 2000). Ce CETPi contient un coeur ortho-thio-anilide (Figure 3)
et se lie de facon covalente au résidu cystéine 13 de la CETP humaine, augmentant le HDL-C et
inhibant la progression de I'athérosclérose chez les lapins de 70% (Okamoto et al, 2000; Maugeais
et al, 2013). Le dalcetrapib a été le deuxieme CETPi a étre étudié en études cliniques de phases I
et Il au cours du programme Dal-HEART qui sera détaillé dans la section 5 de I'introduction. Il est
le moins puissant des CETPi, amenant une augmentation modeste de HDL-C de 30 a 35% (Cannon
et al, 2010; Wright, 2013). En mai 2012, suite aux résultats de I'étude dal-OUTCOMES, le pro-
gramme Dal-HEART a d{ étre stoppé pour futilité. Anacetrapib est le troisieme CETPi a étre testé
cliniguement. Il contient la triade des groupes trifluoromethyl tel le torcetrapib ainsi qu’une frac-
tion biaryl distincte (Liu et al, 2012; Figure 3). L'étude DEFINE a démontré une augmentation de
HDL-C de 138% et une baisse de prés de 40% de LDL-C. L’étude de phase Ill REVEAL, avec prés de
30 000 patients présentant des problemes circulatoires, est présentement en cours et les résul-
tats sont attendus en 2017 (Wright, 2013). Finalement, une augmentation de 136% des taux de
HDL-C et une diminution de 22% des taux de LDL-C ont été associées a I'evacetrapib de maniére
dose-dépendante en étude de phase Il (Teramoto et al, 2014). L'evacetrapib contient un coeur
semblable au torcetrapib et le groupe 3,5-bis-trifluorométhylbenzyl ainsi qu’une chaine latérale
d’acide cyclohexanecarboxylique et méthyltétrazole (Liu et al, 2012; Figure 3). Il a été testé en
phase lll dans I'étude ACCELERATE, qui devait se poursuivre jusqu’a la fin 2015-début 2016
(Wright, 2013) mais, suite a la décision de la compagnie Lilly, a été arrétée prématurément en

raison d’'un manque d’efficacité (Eli Lilly, 12 Octobre 2015).

4. Marqueurs de risque cardiovasculaire

4.1 Effets pléiotropiques des HDL
En 1975, Miller et Miller ont rapporté une relation inverse entre la valeur de HDL-C et la maladie
coronarienne, établissant ainsi une faible valeur de HDL-C comme facteur de risque cardiovascu-
laire indépendant. La valeur de HDL-C demeure un élément de prédiction indépendant pour la
MCV de fagon générale mais aussi chez les patients traités aux statines, peu importe leur valeur

de LDL-C (Rhainds et al, 2012a). Par contre, I'association inverse entre la maladie coronarienne et
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la quantité de particules de HDL (HDL-P) mesurée par résonance magnétique nucléaire (RMN) est

plus robuste (Soran et al, 2012; deGoma & Rader, 2012).

Les HDL sont les LP les plus abondantes dans le fluide tissulaire car leurs petites tailles de 45 a 120
A leur permettent de traverser aisément I'endothélium vasculaire, résultant en des concentra-
tions tissulaire et intravasculaire semblables. Les protéines les plus présentes sur les HDL sont
I"apoA-1 (70%) et I'apoA-1l (20%). L'ApoA-I (valeur visée chez les hommes de plus de 18 ans 2 120
mg/dl et chez les femmes de plus de 18 ans > 140 mg/dl (Mayo Medical Laboratories, 2016)) est
présente sur presque toutes les HDL, soit 2-3 molécules sur les petites HDL discoidales et jusqu’a
5 sur les grosses particules HDL, tandis que d'autres apolipoprotéines sont présentes sur certaines
HDL seulement. Cela suggére que les sous-classes different dans leur composition physique et
chimique ainsi que dans leurs propriétés fonctionnelles (Rosenson et al, 2011). En plus de leur
fonction traditionnelle de transporteur dans le TIC, les HDL doivent jouer un réle protecteur dans
le processus athérosclérotique puisque leur existence méme dépend de I'efflux du cholestérol et
de la synthese d’apoA-I hépatique. Ces différentes propriétés des HDL outre le TIC, soit des effets
sur le stress oxydatif, I'inflammation, la thrombose, la fonction endothéliale et le métabolisme du
glucose, démontrent que la qualité des HDL serait un marqueur de risque CV plus approprié que
la simple quantité plasmatique de HDL-C mesurée (deGoma et al, 2008; Rosenson, 2010). Plu-
sieurs de ces fonctions spéciales dépendraient du cargo protéique varié et abondant (dont 50

protéines identifiées seulement sur les HDL;) (Vaisar et al, 2007).

4.1.1 Stress oxydatif
L'accumulation et la rétention des LDL dans I'intima joue un réle important dans le développe-
ment de I'athérosclérose. La qualité antioxydante des HDL leur permettrait de neutraliser les pe-
roxydes lipidiques provenant des LDLox grace a une activité enzymatique hydrolytique pour la-
quelle la paraoxonase-1 (PON1) semble la candidate la plus crédible (Soran et al, 2012). La PON1
est une enzyme synthétisée par le foie retrouvée sur une sous-classe de HDL contenant aussi
I’apol et 'apoA-I avec ou sans apoA-Il. Sa concentration sérique semble étre inversement reliée a
la MCV (deGoma et al, 2008; Besler et al, 2012; Soran et al, 2012). Une petite étude (n=14) a dé-
montré que les patients avec un haut taux de HDL-C et une faible valeur de PON1 étaient plus
susceptibles a la MCV que les patients présentant le profil inverse (Navab et al, 1997). De plus,
d’autres études cliniques ont démontré que le niveau sérique de résidus d’acides gras oxydés est
inversement corrélé avec l'activité de PON1 et qu’une faible activité de PON1 est associée a un

développement accéléré d'athérosclérose (Bhattacharyya et al, 2008).
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4.1.2 Inflammation
Les HDL ont la capacité d’inhiber et de diminuer I'expression des protéines d’adhésion de
I’endothélium, soit ICAM-1, VCAM-1 et E-sélectine, protéines qui promeuvent |'adhésion des cel-
lules inflammatoires, dont les leucocytes, a la paroi artérielle (Chapman, 2006; de Goma et al,

2008).

4.1.3 Thrombose
Les HDL jouent un réle antithrombotique en augmentant la capacité de la protéine C activée de
clivage du facteur Va dans la cascade de coagulation, inhibant ainsi la formation de caillot (Soran
et al, 2012). De plus, la liaison des HDL avec le SR-BI des plaquettes inhibe leur activation, proté-
geant ainsi les fonctions des cellules endothéliales et diminuant la libération de particules mem-
branaires qui normalement favorisent la réaction prothrombotique d'adhésion entre les plaquet-

tes et les leucocytes (Nofer et van Eck, 2011; Soran et al, 2012).

4.1.4 Fonction endothéliale
L'inactivation plaquettaire décrite ci-haut par les HDL diminue l'infiltration des monocytes et lym-
phocytes dans la paroi artérielle, suggérant que les plaquettes ont leur place dans l'initiation de la
plague athéromateuse. Le maintien de la fonction endothéliale par les HDL est essentiel dans la
protection contre |'athérosclérose (Soran et al, 2012). Lorsque les HDL se lient au SR-BI des cellu-
les endothéliales, il y a interaction entre les lysophospholipides associés aux HDL, particuliére-
ment la sphingosine-1-phosphate et le récepteur des lysophospholipides S1P;, récepteur couplé
aux protéines G, probablement a cause de la promiscuité des deux récepteurs (SR-Bl et S1P3) a la
surface cellulaire endothéliale (Besler et al, 2012). Cette liaison de la sphingosine-1-phosphate au
S1P; stimule la production de NO, qui permet une relaxation des fibres musculaires lisses situées
au-dessous de I'endothélium (Tortora et Grabowski, 1999; Chapman, 2006; Besler et al, 2012).
Une biodisponibilité diminuée de NO est associée a une plus grande affinité des leucocytes avec
I’endothélium, favorisant ainsi le développement de la plaque athéromateuse (Chapman, 2006). Il
semble que la S1P liée aux HDL soit diminuée chez les patients ayant eu un IM et présentant une

maladie coronarienne stable (Sattler et al, 2010).

4.1.5 Glycation des lipoprotéines
La glycation des LDL joue un réle aussi important que I'oxydation dans le développement de
I’athérosclérose (Soran et al, 2012). Une haute activité de PON1 a été associée a de faible taux de

glycation des LDL. Le mécanisme proposé par Younis et al (2012) serait que PON1, en exergant son
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role de lactonase, protégerait d’autres protéines contenues dans les HDL, telles apoA-I ou apoM,

qui seraient impliquées directement dans le role d’antiglycation des HDL.

4.2 La capacité d’efflux de cholestérol
Tel qu’expliqué plus haut, considérer la simple valeur de HDL-C comme marqueur du risque car-
diovasculaire présente plusieurs limitations. Premierement, la valeur de HDL-C mesurée dans

Milano

certains sous-groupes, tels que les humains porteurs de la mutation apoA-I (Franceschini et
al, 1980) et les modeles animaux surexprimant SR-BI (Kozarsky et al, 1997; Zhang et al, 2005), est
faible mais n’est pas associée a un haut risque de MCV. A I'opposé, de hautes valeurs de HDL-C
mesurées chez les rongeurs déficients en SR-BI (Van Eck et al, 2003) et les patients traités au tor-
cetrapib ne sont pas associées a une protection contre I'athérosclérose (Nissen et al, 2007).
Deuxiémement, la valeur de HDL-C est statique et ne reflete pas le réle dynamique des HDL dans
le TIC. Troisiemement, le HDL-C est une mesure quantitative qui ne considere pas la quali-
té/capacité des HDL circulantes dans I'efflux. Ainsi, la capacité des HDL d’accepter le cholestérol
des macrophages ne peut étre mesurée par la simple valeur de HDL-C calculée (Santos-Gallego et

al, 2011; Ono, 2012). Enfin, la mesure plasmatique de HDL-C ne tient pas compte des activités

pléiotropiques des HDL.

Le développement de méthodes quantifiant le TIC, surtout la premiere étape impliquant le flux de
cholestérol vers les HDL a partir de macrophages, permettrait d’évaluer le métabolisme des HDL
dans deux conditions: 1) le développement de nouvelles thérapies visant les HDL et 2)
I"application de la médecine personnalisée dans I'évaluation du risque CV, par exemple évaluer la
quantité et la fonctionnalité des HDL avant/apreés l'initiation d’un traitement. Présentement, plu-
sieurs méthodes sont applicables pour évaluer I'efflux de cholestérol, chacune présentant ses

propres limitations (Santos-Gallego et al, 2011).

4.2.1 Modéles a base d’animaux
4.2.1.a Masse de cholesterol fécal excrété
Historiquement, ce modeéle a été la premiére méthode d’évaluation de I'efflux de cholestérol utili-
sée. Comme I'étape ultime du TIC est I'excrétion fécale, le calcul de I'excrétion nette du cholesté-
rol dans les selles par chromatographie en phase gazeuse ou liquide peut représenter un mar-
queur du TIC (Santos-Gallego et al, 2011). Chez les souris, I'inflammation aigué provoquée par
I'injection sous-cutanée de lipopolysaccharides diminue le TIC des macrophages a plusieurs ni-

veaux, mais I'efflux vers les selles est I'étape la plus sensible (McGillicuddy et al, 2009). En effet,
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de faibles (0,3 mg/kg) et grandes (3 mg/kg) concentrations d’endotoxines (lipopolysaccharides
sous-cutanés) affectent négativement I'efflux du foie vers les selles tandis que I'efflux des macro-
phages vers le plasma se trouve altéré seulement a de fortes concentrations d’endotoxines
(McGillicuddy et al, 2009; Santos-Gallego et al, 2011; Annema et Tietge, 2012). De plus, comme
I'intestin efflue aussi le cholestérol vers les selles, cette technique tient compte des deux proces-
sus. Une augmentation du contenu fécal en cholestérol est une méthode indirecte pour démon-
trer une augmentation du TIC et un effet athéroprotecteur de n’importe quelle intervention. Le
désavantage majeur de cette technique est que la portion du TIC spécifique aux macrophages ne
peut étre mesurée et que certaines interventions peuvent modifier cette valeur sans pour autant
changer le résultat d’excrétion fécale, par exemple chez les souris ABCA1 knock-out ayant une
excrétion fécale normale tout en étant a risque de développer de I'athérosclérose (Cuchel & Ra-

der, 2006; Santos-Gallego et al, 2011).

4.2.1.b Modeéles cinétiques de dilution d’isotope
Cette méthode permettant de quantifier le TIC chez I’humain se base sur deux idées : 1) le choles-
térol est distribué dans deux pools différents, soit non hépatique (entre autres les macrophages
spumeux de la paroi artérielle) versus plasmatique/hépatique et 2) un traceur intraveineux (*H ou
3C) est rapidement distribué dans le pool plasmatique/hépatique mais n’est pas retrouvé dans le
pool non-hépatique. Une fois I'équilibre du traceur atteint, le cholestérol périphérique passe dans
le plasma et dilue le traceur : il y a donc une relation inverse entre I'efflux et la concentration du
traceur. La limitation majeure de ce modeéle est qu’encore une fois, I'efflux périphérique total est
mesuré et la portion effluée par les macrophages ne peut étre quantifiée. De plus, la synthése de
cholestérol de novo hépatique peut toujours diluer la concentration plasmatique du marqueur et
doit étre estimée. Finalement, cette technique doit permettre de relier les valeurs d’efflux aux
mesures cliniques d’intérét (mesure de I'épaisseur de I'intima-média carotidienne, progression de

la plague athéromateuse mesurée par IVUS) (Santos-Gallego et al, 2011).

4.2.1.c Flux de cholestérol centripéte estimé a partir de la prise et de la synthese

de cholestérol périphériques
Avec cette méthode, on assume que le flux net de cholestérol centripéte - soit des organes péri-
phériques vers le foie - est égal a la somme des taux de flux centrifuge — soit d’acquisition de LDL-
C — et de synthése de novo dans ces organes. |l faut aussi prétendre que la concentration en cho-
lestérol de ces organes ne change pas, ce qui cause probléme car I'athérosclérose est associée a

une diminution de I'efflux et une augmentation de I'influx de cholestérol dans la paroi artérielle.
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De plus, les facteurs affectant I'efflux des macrophages ne sont pas nécessairement les mémes
facteurs modifiant de fagon générale le transport du cholestérol de tous les tissus vers le foie

(Santos-Gallego et al, 2011).

4.2.1.d TIC in vivo spécifique aux macrophages
Le modele mis au point par Zhang et al (2003) consiste en I'injection de macrophages 1774 rendus
spumeux suite a une incubation avec des LDL acétylés et marqués au cholestérol *°H dans la cavité
péritonéale de souris et permet de répondre aux limitations des techniques décrites plus haut :
I’excrétion fécale dosée de stéroides *H est une mesure directe de I'efflux spécifique aux macro-
phages injectés. Le résultat principal obtenu par Zhang et al (2003) était que le TIC des macropha-
ges in vivo est augmenté lorsque I'apoA-l est surexprimée chez le modeéle de souris. Plusieurs va-
riations de la technique sont possibles, telles que l'utilisation d’adipocytes ou l'injection sous-
cutanée des cellules. Les désavantages majeurs sont que l'injection de produit radioactif chez
I’lhumain est éthiguement non acceptable dans un contexte non curatif ou diagnostique et que la
collecte des selles et du foie est nécessaire afin de quantifier le cholestérol s’y trouvant (Zhang et

al, 2003; Santos-Gallego et al, 2011).

4.2.2 Modeles cellulaires
4.2.2.a Efflux de cholestérol cellulaire ex vivo
Cette technique, initialement développée par Fielding et al (1983), permet de quantifier I'efflux de
cholestérol de cellules donneuses (originellement des fibroblastes) vers des sérums entiers pro-
venant de différents individus. De la Llera-Moya et al. (1994) ont affiné la technique afin de per-
mettre le screening de sérums a grande échelle. Les cellules donneuses, telles les hépatocytes,
macrophages ou fibroblastes, sont incubées avec une quantité définie de *H-cholestérol. Une fois
le cholestérol bien distribué dans les cellules (équilibration), elles sont mises en contact avec un
milieu contenant un “accepteur” de cholestérol (apoA-I délipidée, HDL isolées, sérum déplété en
apoB ou sérum humain dilué) et la radioactivité présente dans les cellules donneuses ainsi que
dans le milieu est calculée. Lefflux est défini par la quantité de traceur (*H-cholestérol) dans le
milieu divisé par le signal total (milieu + cellules). On parle alors de capacité d’efflux (Santos-

Gallego et al, 2011).

4.2.2.b Hépatocytes
Les hépatocytes de rat FUSAH expriment de hauts niveaux du récepteur SR-BI et n’expriment pas

d’ABCA1 fonctionnel, ce qui permet de mesurer |'efflux dépendant de SR-BI (Miwa et al, 2009).
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L'utilisation d’hépatocytes humains HepG2, cellules de carcinome hépatocellulaire, permet aussi

de quantifier I'efflux dépendant de SR-BI (O’Connell et al, 2004).

4.2.2.c Macrophages
Les macrophages utilisés dans les essais d’efflux peuvent étre les J774 de souris qui expriment
tres peu le récepteur SR-BI. L'expression du transporteur ABCA1 peut étre augmentée suite a un
traitement par un agoniste LXR et par d’autres facteurs indépendants de la voie LXR/RXR, tel
|’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) afin de quantifier I'efflux dépendant d’ABCA1 (Bort-
nick et al, 2000; Oram et al, 2000; Oram & Heinecke, 2005). La vitesse d’efflux des cellules 1774
est lente, soit 3% par heure (de la Llera-Moya et al, 1994). A partir de ce modéle d’efflux, de la
Llera-Moya et al. (2010) ont démontré que des sérums humains présentant des valeurs sembla-
bles de HDL-C ou d’apoA-I différaient dans leur capacité de stimuler I’efflux de cholestérol de ma-
crophages J774 a cause de la variation de leur concentration en préB-1 HDL. Khera et al. (2011)
ont établi deux liens importants indépendants du niveau de HDL-C mesuré: 1) un élément de pré-
diction inverse entre I'efflux de cholestérol de macrophages 1774 vers des sérums humains de
volontaires sains et la cIMT (carotid Intima Media Thickness) ainsi que 2) une association inverse
entre la capacité d’efflux de macrophages 1774 et la présence d’athérosclérose confirmée par
angiographie. Ces études, ainsi que plusieurs autres réalisées a partir de ce modéle de macropha-
ges, suggerent que la mesure de capacité d’efflux de cholestérol (CEC) serait un biomarqueur

prometteur pour la maladie athérosclérotique (Rohatgi, 2015).

4.2.2.d Fibroblastes
Les cellules BHK-ABCAL sont des fibroblastes provenant de reins de hamster et ont intégré dans
leur génome un vecteur d’expression portant un ADN complémentaire codant pour '’ABCA1 hu-
main, dont I'expression est inductible suite a un traitement avec la mifepristone (Vaughan &
Oram, 2003). Les cellules L, soit des fibroblastes de souris, ont une vitesse d’efflux d’environ 12%
a I’heure (de la Llera-Moya et al, 1994). Les fibroblastes GM3468A proviennent de peau humaine.
Dans ces cellules, I'efflux vers I'apoA-I via le transporteur ABCA1 peut étre induit avec un traite-

ment par des analogues de I’AMPc (Bielicki et al, 1992; Haidar et al, 2002).

4.2.2.e Notre modéle
Le modele d’efflux utilisé dans la présente étude est basé sur le modele développé par de la Llera-
Movya et al. (1994). Le protocole établi permet de calculer I'efflux fractionnel de *H-cholestérol des

lignées cellulaires BHK-ABCA1, HepG2 et 1774, vers des échantillons sériques humains sélection-
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nés et déplétés en apoB. La déplétion de sérum en apoB permet d’exposer les cellules a toutes les
fractions de HDL présentes et d’éliminer la participation des lipoprotéines contenant de I'apoB a
I'influx et I'efflux de cholestérol (Asztalos et al, 2005), dont les LDL qui font surtout de I'influx via

le récepteur SR-BI (Rothblat et al, 2002).

Les cellules confluentes sont marquées avec du *H-cholestérol radioactif comme traceur de cho-
lestérol. Une période d’équilibration permet au *H-cholestérol de se distribuer dans les différents
pools intracellulaires de cholestérol libre. L’utilisation d’un inhibiteur d’ACAT permet d’empécher
I'estérification du cholestérol et son stockage dans les gouttelettes lipidiques cytosoliques. A la fin
de I'essai, le pourcentage d’efflux est calculé comme les comptes de traceur dans le milieu de
culture divisé par le nombre de comptes total (milieu + cellules) (GC, SOP-001, v3jan2014, voir

Annexe 1).

3 types cellulaines:
HepG2
1774

BHE-ABCA]

JOUR 1: Ensemencermnent JOURE: Gorgement JOUR 5: Equilibnllim JOUR &: Efffux
(Incubationx¥1 hrs 37° 5% €0, {Ajoutdu "H-FC st incubation (Changement du melisu de {Préparation sérum diéphité en
jusgqu’ a conlluence T5-B0%) x2dhrs 37 5% L0y culture: apout BSAsRductieurs apoB, inculsalsod 4his 37° 55
ABCAL approgries, incubation 0, , récolte miliew @

16-18hrs 37" 5% CO, preparation des cellules)

Figure 4: Schéma simplifié de notre modele d’efflux pour les cellules HepG2, 1774 et BHK-ABCA1
avec les étapes principales (voir la section 3. Mesures effectuées, méthodes de la sous-étude).

4.3 Mesures de la charge athérosclérotique
Trois techniques permettant de mesurer la charge athérosclérotique artérielle seront décrites.
D’abord, au niveau coronarien, I'angiographie coronarienne quantitative (quantitative coronary
angiography - QCA) et I'lVUS permettent d’identifier, mesurer et qualifier I’étendue de la plaque
athéromateuse. Ensuite, au niveau carotidien, I’échographie de la paroi artérielle permet
d’identifier et de mesurer I'athérosclérose sous-clinique sous la forme de I'indice de I'épaisseur de

I'intima-média ou cIMT.

4.3.1 QCAetIVUS
L'angiographie des coronaires, ou coronarographie, est une étude radiologique consistant en
I'injection d’un produit de contraste iodé dans la coronaire, par accés artériel radial ou fémoral,
afin de visualiser sa lumiere (lumen) et la présence de plaques en deux dimensions sur le plan

longitudinal (Szwarc et Vignaux, 2013). Comme une analyse humaine améne toujours une variabi-
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lité inter-individuelle et/ou intra-individuelle, le développement de logiciels informatiques avec
algorithmes réduit la variation de la mesure de la plague. On parle alors d’analyse QCA. Finale-
ment, puisque la coronarographie permet la visualisation de I'espace intracoronaire restant, elle
sous-estime la présence d’athérosclérose diffuse et a mené au développement de I'lVUS (Rees et

Ziljstra, 2009), une mesure tridimensionnelle.

L'IVUS consiste en une sonde échographique placée au bout distal d’'un cathéter permettant de
visualiser I'intérieur de la coronaire en coupe transversale, soit les couches circulaires distinctes
telles que I'adventice, la média et I'intima ainsi que la lumiére du vaisseau (Rees et Ziljstra, 2009;
angioplasty.org, 2013; Szwarc et Vignaux, 2013). Ce cathéter peut étre glissé sur le méme guide
que celui utilisé lors de I'angiographie. L’avantage majeur de cette technique est de permettre
une analyse plus précise de la plaque athéromateuse, puisque 1) I'épaisseur de I'intima, pouvant
étre irréguliére au sein d’'une méme plaque, est visualisée transversalement et 2) le phénomeéne
compensatoire de progression de la plaque vers I'extérieur du vaisseau (effet Glagov) est identi-
fiable. Les plaques instables, qui semblent non significatives a I'étude coronarographique, peu-
vent alors étre identifiées. Les désavantages sont le colt élevé du cathéter, I'augmentation de la
durée d’intervention et les risques vasculaires accrus comparativement a la coronarographie seule

(angioplasty.org, 2013).

4.3.2 cIMT
La mesure de I'épaississement de la paroi artérielle carotidienne a été introduite et validée dans
les années 80 comme méthode de détection de la maladie athérosclérotique chez les humains. La
plaque carotidienne se définit par un épaississement focal d’au moins 50% par rapport a I'IMT
adjacente ou d’un épaississement absolu supérieur a 1,5 mm (Herder et al, 2012; Kuo et al, 2012;
Polonsky et Ward, 2011). Traditionnellement, la technique en deux dimensions (Doppler, 2D-US)
permet de quantifier la TPA (total plaque area) ainsi que la cIMT. La combinaison des épaisseurs
des interfaces lumiére-intima et intima-média donne la valeur de cIMT (Al-Shali et al, 2005; Po-
lonsky et Ward, 2011; Johri et al, 2014). Récemment, I'avenue de |'échographie en trois dimen-
sions (3 dimensions ultrasound - 3DUS) permet de quantifier le volume total de la plaque (total
plaque volume — TPV) (Ainsworth et al, 2005; Al-Shali et al, 2005). Aujourd’hui, la cIMT 2DUS (2
dimensions ultrasound) combinée avec 3DUS est utilisée comme un marqueur du fardeau athé-
rosclérotique global ainsi qu’un élément de prédiction d’événements cardiovasculaires futurs

(Polonsky et Ward, 2011).
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Concernant les facteurs de risque cardiovasculaires traditionnels, les valeurs de cIMT, de TPA ainsi
qgue de TPV semblent toutes associées a I'dge et au sexe masculin. Par contre, pour les autres fac-
teurs de risque, la cIMT est significativement associée a I’hypertension, la TPA a l'usage du tabac
et a la valeur de cholestérol total sérique et le TPV au diabéte (Al-Shali et al, 2005; Herder et al,
2012). La mesure de cIMT, plutot reliée a I'hypertrophie hypertensive de la média, serait plus un
élément prédictif de I'accident vasculaire cérébral que de I'|M (Spence, 2006; Rundek et al, 2013).
Malgré tout, il est accepté que les facteurs de risque traditionnels n’expliquent qu’environ 50% de
la variance dans ces mesures (Al-Shali et al, 2005; Herder, 2012; Kuo et al, 2012). L’échographie
carotidienne percutanée présente I'avantage d’étre non invasive (Spence, 2006). Par contre, plu-
sieurs sources d’erreurs sont possibles telles que les variations inter-individuelles et/ou intra-
individuelles ou le point de mesure variant aussi peu que de quelques fractions de millimétre

(Herder, 2012).

5. Programme Dal-HEART
5.1 Description et objectifs

dal-HEART (dalcetrapib HDL Evaluation, Atherosclerosis & Reverse cholesterol Transport Program)
est un programme de développement global qui avait été mis sur pied par la compagnie pharma-
ceutique Roche, comportant 6 études cliniques : dal-VESSEL, dal-PLAQUE, dal-OUTCOMES, dal-
PLAQUE2, dal-ACUTE et dal-OUTCOMES 2 (Tableau I). Le but ultime de ce programme était de
tester la capacité du dalcetrapib a réduire les événements cardiovasculaires en augmentant le
HDL-C (Rhainds et al, 2012a). Les études dal-ACUTE, dal-VESSEL et dal-PLAQUE ont été complé-
tées. Suite a une analyse intérimaire, dal-OUTCOMES a été arrétée en mai 2012 pour manque
d’efficacité clinique et de ce fait dal-PLAQUE 2 a d{ étre stoppée prématurément, alors que la
moyenne de temps de traitement était de 14 mois. Dal-OUTCOMES 2 n’a donc jamais dépassé la

phase de recrutement et le programme dal-HEART a été abandonné (Roche, 2012).
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Tableau |: Programme dal-HEART selon les différentes études cliniques — dal-VESSEL, dal-PLAQUE,
dal-OUTCOMES, dal-PLAQUE?2 et dal-ACUTE - le composant : leurs phases, les nombres et types de
patients, la période durant laquelle I'étude s’est déroulée ainsi que les évenements cliniques prin-

cipaux visés par I'étude.

dal-VESSEL dal-PLAQUE dal-OUTCOMES dal-PLAQUE 2 dal-ACUTE
Phase 2 2 3 3 3
Nombre de
. 450 130 15600 936 300
patients
Type d 4 <1
des CAD et FRE CAD SCArécent CAD SCArécent
patlents semaing
Périod Février 2008- Mars 2008- Avril 2008- lanvier 2010- Mars 2011-
erloce mai 2010 Novembre2010 Mai 2012 Mai 2012 Mars 2012
% changement de
, . Taille et fardeau Temps écoulé au B ) % changement de
Evénements i volume athérome
. de la plaque premier . HDL-C de la valeur
cliniques FMD et MAPA J ., coronarien/ .
L athéro- événement de base apras 4
principaux e , . taux changement )
sclérotique cardio-vasculaire semaines de Tx
cIMT
Légende :

CAD : coronary artery disease (maladie coronarienne); FRE : facteurs de risque équivalents; SCA :
syndrome coronarien aigu; FMD : flow mediated dilatation (vasodilatation dépendante du flux
sanguin); MAPA : mesure ambulatoire de la pression artérielle; cIMT : coronary intima-media
thickness (épaisseur de I'intima-média carotidienne); HDL-C : high density lipoprotein cholesterol
(cholestérol lié aux lipoprotéines a haute densité).

dal-VESSEL

Cette étude européenne (Allemagne, Autriche, France, ltalie, Pays-Bas, Royaume-Uni et Suisse) de
phase Il randomisée a double insu a évalué I'innocuité, la tolérabilité et I'efficacité du dalcetrapib
600 mg per os die (par la bouche, une fois par jour) versus un placebo sur la fonction endothéliale
chez des patients avec une maladie coronarienne (CAD — coronary artery disease) ou des facteurs
de risques équivalents pour une durée de 36 semaines. La fonction endothéliale a été évaluée par
FMD (flow mediated dilation — vasodilatation dépendante du flux sanguin) par échographie mode-
B et il y a eu mesure ambulatoire de la pression artérielle (MAPA) (Kastelein et al, 2011; clinical-
trials.gov, 2014). D’apres les résultats obtenus, le dalcetrapib réduit I'activité de la CETP et aug-
mente les niveaux de HDL-C sans affecter la fonction endothéliale dépendante de NO, la pression
artérielle ou les marqueurs de I'inflammation et le stress oxydatif chez ces patients (Lischer et al,

2012).
dal-PLAQUE

C’est une étude de phase Il randomisée a double insu comparant |'efficacité du dalcetrapib 600

mg per os die versus un placebo sur la progression ou la régression de I'athérosclérose chez des
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patients avec CAD et avec facteurs de risque équivalents pour une durée de 24 mois qui s’est dé-
roulée aux Etats-Unis et a Montréal. Le fardeau de la plaque a été évalué par imagerie par réso-
nance magnétique (IRM) au niveau carotidien et I'inflammation de la plaque carotidienne et au
niveau de I'aorte thoracique ascendante mesurée par tomographie a émission de positron suivant
un marquage au 18F-fluorodésoxyglucose (18F-FDG-PET). Les résultats principaux de cette étude
étaient I'absence d’effets pathologiques sur la paroi artérielle ainsi que de possibles effets bénéfi-
gues au niveau vasculaire incluant une diminution de I’élargissement total du segment carotidien

étudié (Fayad et al, 2011; clinicaltrials.gov, 2014).

dal-OUTCOMES

Cette étude de phase Illl randomisée a double insu a évalué le potentiel du dalcetrapib 600 mg per
os die versus un placebo a diminuer la morbidité et mortalité cardiovasculaire chez des patients
CAD stables ayant subi un syndrome coronarien aigu (SCA) — IM ou angine instable - récent. Les
pays participants étaient I’Afrique du Sud, I’Allemagne, I’Argentine, I’Autriche, I’Australie, |a Belgi-
que, le Brésil, le Canada, la Chine, le Danemark, I'Espagne, les Etats-Unis, la Finlande, la France, la
Grenade, la Hongrie, I'lrlande, Israél, I'ltalie, la Nouvelle-Zélande, les Pays-Bas, la Pologne, Puerto
Rico, la République de Corée, la République Tcheque, le Royaume-Uni, la Slovaquie, la Suéde et la
Suisse. Aussi, cette étude évaluait la sécurité a long terme de dalcetrapib. La durée planifiée était
supérieure a 2 ans, mais a été stoppée le 7 mai 2012 suite a une recommandation du drug safety

monitoring board par Roche, pour cause de futilité clinique (Roche, 2012; clinicaltrials.gov, 2013).

dal-PLAQUE2

Cette étude de phase Ill multicentrique (Allemagne, Canada, Etats-Unis, Pologne et Suisse) ran-
domisée a double insu avait pour but d’évaluer I'effet du dalcetrapib 600 mg per os die versus un
placebo sur la progression athérosclérotique des patients avec CAD par IVUS, coronarogra-
phie/QCA et cIMT sur une période planifié¢e de 24 mois (Figure 5). Suite a l'arrét de dal-
OUTCOMES, cette étude a aussi été terminée en mai 2012 pour futilité (Roche, données non pu-

bliées, 2013; clinicaltrials.gov, 2012; apps.who.int, 2014)
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Pre-randomization Double-blind phase l

phase

Screening phase up Gl )i

to 8 Weeks
and CIMT

Background therapy to manage CAD and CV risk factors

Randomization 24 months
Primary endpoints:
IVUS and CIMT at 24 months
Additional assessments: CIMT at 6 and 12 months; QCA at 24 months

Figure 5: Schéma de I'étude dal-PLAQUE?2 telle que planifiée lors de la mise en place du protocole
clinique. Source : Roche/Rapport interne MHICC (Montreal Heart Institute Coordonating Center)

dal-ACUTE

C’est une étude de phase lll multicentrique (Etats-Unis, Pays-Bas, République Tchéque et Royau-
me-Uni) randomisée a double insu évaluant I'innocuité et la sécurité du dalcetrapib 600 mg per os
die versus un placebo ainsi que les effets a court et moyen termes de I'inhibition de la CETP sur le
HDL-C, I'apoA-I, la fonction des HDL et certains biomarqueurs inflammatoires chez des patients
hospitalisés pour un syndrome coronarien aigu. Le traitement a été débuté au plus une semaine
apres I'événement pour une durée de 20 semaines (clinicaltrials.gov, 2014). Les résultats n’ont
pas été publiés car le programme dal-HEART a été arrété mais des essais d’efflux et des mesures
biochimiques ont été effectués par Ray et al. (2014). Les élévations de HDL-C (environ 30%) suite
au traitement au dalcetrapib ont été associées a une augmentation (environ 10%) des taux
d’apoA-| et de I'efflux de cholestérol, principalement via les voies non-ABCA1. Ces résultats lais-
sent supposer qu’une dissociation existe bien entre I'augmentation du HDL-C et les fonctions des

HDL.

5.2 dal-PLAQUE2 (DP2)

5.2.1 Justification
Malgré la disponibilité de plusieurs agents hypocholestérolémiants, la maladie cardiovasculaire
demeure responsable d’une incidence importante de mortalité et morbidité au niveau mondial,
autant dans les pays industrialisés qu’en développement (Protocole Dal-Plaque2, numéro
NC22703, version B). De nouvelles stratégies thérapeutiques visant a déjouer I'athérosclérose
sont donc nécessaires. L'effet attendu du dalcetrapib (tel que décrit dans la section 3.3.9, soit
augmenter la quantité sanguine de HDL-C) permettrait possiblement de ralentir la progression de
I’athérosclérose au niveau coronarien et carotidien chez des patients a haut risque CV (Protocole

Dal-Plague2, numéro NC22703, version B).
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5.2.2 Objectifs
L’objectif primaire de cette étude est d’évaluer I'effet d'un traitement au dalcetrapib d’une durée
planifiée de deux ans sur la progression de I'athérosclérose, analysée par IVUS et échographie

carotidienne, chez des patients atteints de maladie coronarienne.

Les objectifs secondaires sont: 1) évaluer |'effet d’un traitement au dalcetrapib d’'une durée plani-
fiée de deux ans sur la progression de I'athérosclérose, analysée par QCA, chez des patients at-
teints de CAD, 2) explorer les effets du dalcetrapib sur le métabolisme des lipides et sur les bio-
marqueurs d’inflammation, d’oxydation et de risque CV, 3) évaluer le profil de sécurité a long
terme du dalcetrapib, 4) corréler le statut et le taux de progression de I'athérosclérose corona-
rienne avec le taux de progression de I'athérosclérose carotidienne, évalués par IVUS et échogra-
phie carotidienne chez des patients atteints de CAD, et finalement 5) évaluer les effets du dalce-
trapib sur les événement cliniques afin d’effectuer une analyse combinée des résultats provenant

du programme entier des phases IIB et Ill (Protocole Dal-Plaque2, numéro NC22703, version B).

5.2.3 Mesures de la charge athérosclérotique disponibles dans DP2
Les seules mesures de la charge athérosclérotique disponibles a 1 an de traitement sont celles de
cIMT, soit la mesure moyenne et la mesure maximale (moyenne pour tous les segments mesurés),
telles que décrites dans le Tableau Il. Les mesures de IVUS et de QCA n’ont pas été réalisées pour
tous les patients vu I'arrét prématuré de I'étude. La mesure intéressante présentée est celle du
changement entre le début du traitement et aprés 1 an de traitement au dalcetrapib. On peut voir
gu’au niveau des changements moyens de cIMT, autant pour les mesures moyennes et maximales
de la moyenne de tous les segments, il N’y a pas de différences significatives entre les groupes
placebo (PCB) et dalcetrapib (DAL). Le dalcetrapib ne semble donc pas avoir d’effet sur les mesu-

res de cIMT apres 1 an de traitement.
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Tableau Il: Résultats des moyennes des mesures de la cIMT moyenne et maximale pour tous les
segments (mm) dans la cohorte de I'étude dal-PLAQUE2 (initialement Placebo n=462 Dalcetrapib
n=474) au baseline et aprés 1 an de traitement ainsi que les valeurs de changement absolu (n,
moyennes et écart-types). Traduit de : Roche/Rapport interne MHICC (Montreal Heart Institute
Coordinating Center).

cIMT Moyenne cIMT Maximum
Moyenne sur tous les segments [mm] | Moyenne sur tous les segments [mm]
Placebo Dalcetrapib Placebo Dalcetrapib
N=462 600mg N=462 600 mg
N=474 N=474
Moyenne et maximum
au Baseline
n 396 411 396 411
Moyenne 0,874 0,858 1,029 1,008
SD 0,1549 0,1495 0,1765 0,1659
lan
n 365 377 365 377
Moyenne 0,875 0,858 1,031 1,010
sD 0,1549 0,1498 0,1737 0,1673
Changement du
baseline a 1 an
n 356 363 356 363
Moyenne 0,003 0,003 0,005 0,005
5D 0,0568 0,0588 0,0659 0,0679
5.2.4 Résultats non publiés de I'étude DP2
Le Tableau Il illustre les pourcentages de changements des différents lipides mesurés entre le

début du traitement au dalcetrapib ou placebo et 1 an de traitement. L'augmentation de LDL-C
est environ 3% plus grande dans le groupe DAL que dans le groupe PCB, I'augmentation de HDL-C
est beaucoup plus importante dans le groupe DAL (32,27 %) que dans le groupe PCB (5,77 %) et
I’'augmentation de I'apoA-I est plus de cing fois plus grande dans le groupe DAL (11,29 %) que
dans le groupe PCB (2,15 %).
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Tableau lll: Changements en pourcentage aprées 1 an de traitement au dalcetrapib pour les valeurs
de LDL-C, HDL-C et apoA-I pour la cohorte dal-PLAQUE 2 (Placebo n=462 Dalcetrapib n=474). Tra-

duit de : Roche/Rapport interne MHICC.

% de changement du baseline a 12 mois
Placebo Dalcetrapib 600 mg
N=462 N=474
Moyenne (SD) Moyenne (SD)
LDL-C 10,7 (32,7) 13,8 (54,3)
HDL-C 5,8(17,3) 32,3(27,4)
ApoAl 2,2(12,0) 11,3 (15,3)

LA SOUS-ETUDE CONCERNANT LES EFFETS DU DALCETRAPIB, UN INHIBITEUR
DE CETP, SUR LA STRUCTURE ET LA FONCTION DES HDL DANS L’ETUDE DP2

1. Objectifs et Hypothése

1.1 Obijectif principal
L'objectif principal de cette étude était d’étudier I'effet du dalcetrapib aprés 1 an de traitement
avec 600 mg per os die sur la structure et la fonction des HDL dans une sous-population de la co-
horte DP2 dont les mesures de la cIMT prises au baseline et aprés 1 an de traitement étaient dis-
ponibles, et ce en considération des effets attendus d’'une hausse des HDL, qui n’a pas eu

d’impact sur la cIMT.

1.2 Objectifs secondaires
Trois objectifs secondaires viennent préciser I'étude :

1) Etude de différentes données biochimiques (baseline vs 1 an de traitement) : va-
leurs de lipides et d’apolipoprotéines, glycémie, protéines reliées aux HDL, telles
LCAT et la myéloperoxidase (MPO);

2) Profil lipidique réalisé par RMN : taille moyenne ainsi que concentration totale
des HDL et LDL, concentration des petites, moyennes et larges HDL;

3) Etude de 2 différentes capacités d’efflux de cholestérol du sérum des participants:
SR-BI avec les cellules HepG2 ainsi que la voie ABCA1 avec les cellules BHK-ABCA1
et J774.
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1.3 Hypothese
L'inhibiteur de CETP dalcetrapib cause une hausse du cholestérol relié aux HDL, ce qui aura des
effets positifs sur la structure et la fonction des particules HDL, plus précisément une augmenta-

tion des capacités d’efflux étudiées, du nombre de particules HDL et augmenter la mase de LCAT.

2. Sélection de I’échantillon

La population de I'étude DP2 a été sélectionnée selon les criteres d’inclusion et d’exclusion sui-
vants : les participants, hommes et femmes agés de plus de 18 ans étant cliniquement stables
selon I'investigateur, devaient avoir une angiographie coronarienne cliniguement indiquée prévue
et une possible intervention coronaire percutanée ad hoc. Un des critéres lipidiques suivants de-
vait étre rencontré : a) une prise en charge médicale et diététique du LDL-C selon les données
probantes ayant pour cible une valeur <100 mg/d| (<2.6 mmol/L) a la randomisation (visant idéa-
lement une cible de <70 mg/d| (<1.8 mmol/L)) ou b) des participants présentant une valeur de
LDL-C 2100 mg/dL (>2.6 mmol/L) pouvaient étre sélectionnés s’ils n‘atteignaient pas une cible
inférieure a 100 mg/dl malgré un traitement par dose élevée ou maximale tolérée de statine dé-

terminée par I'investigateur ou présentant une intolérance aux statines documentée.

De plus, les participants ne devaient rencontrer aucun des critéres d’exclusion suivants. Au niveau
carotidien, les participants présentant une valeur maximale de cIMT >3.0 mm et/ou cliniguement
symptomatique et/ou présentant une sténose importante dans n’‘importe quel segment caroti-

dien évalué par Doppler étaient exclus. Au niveau cardiovasculaire, les participants ayant eu un

pontage coronarien (CABG — coronary artery bypass graft) ou pour lesquels un CAGB était prévu
dans les 24 mois suivants le screening, les participants présentant un IM dans la coronaire ciblée
pour I'IVUS entre I'IVUS initial et la randomisation, les participants insuffisants cardiaques (Classe
Il ou IV de la New York Heart Association [NYHA]) ou les participants présentant une condition
valvulaire cardiaque significative nécessitant une réparation ou un remplacement chirurgical du-

rant la période de I'étude étaient exclus.

Au niveau clinigue, une hypertension artérielle (HTA) non contrélée (pression systolique =180
mmHg et/ou pression diastolique 2110 mmHg lors de n’importe quelle visite pré-randomisation
malgré un traitement antihypertenseur), des valeurs d’aspartate aminotransférase (sérum gluta-
mooxaloacétate transférase) (AST [SGOT]), d’alanine aminotransférase (sérum glutamopyruvate
transférase) (ALT [SGPT]) ou de bilirubine >1.5x la limite normale supérieure (ULN) au screening,

une valeur inexpliquée de créatine phosphokinase (CPK) >3x ULN (upper limit of normal — limite
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supérieure de la normale) au screening, une valeur d’hémoglobine glyquée (HbAlc) >10% au
screening, un taux de filtration glomérulaire estimé (eGFR) <30 mL/min au screening ou une va-
leur de TG >400mg/dl (4,52 mmol/L) au screening étaient des facteurs d’exclusion. Aussi, une
histoire de malignité (sauf pour carcinome baso-cellulaire ou cellulaire squameux traité) durant
les 3 années précédant le screening, une hypercholestérolémie familiale homo- ou hétérozygote,
une histoire de problémes obstructifs biliaires, pathologie biliaire active, pancréatite, collagéno-

pathie ou maladie auto-immune étaient des facteurs d’exclusion de I'étude.

Finalement, les participants antérieurement hypersensibles a un autre CETPi, ayant recu un vaccin
contre la CETP ou qui avaient déja participé a n’'importe quel essai clinique sur le dalcetrapib ou
autre CETPi, qui étaient traités avec une substance augmentant la valeur de HDL-C autre que le
dalcetrapib (niacine ou fibrates, mais I'ezetimibe et les huiles de poisson étaient permis), qui
avaient une espérance de vie inférieure a 2 ans, ayant une histoire de dépendance a I'alcool ou
aux drogues dans les 3 années précédant le screening et les participantes enceintes ou allaitant

ont été exclus.

Pour cette présente sous-étude de I’étude principale DP-2 (n=988) des biomarqueurs reliés aux

HDL, nous avons recherché tous les sujets inclus ayant :

1) Une mesure de cIMT obtenue au baseline et aprés 1 an (n=511), dont les comparaisons
ont été faites en comparant le changement du baseline (avec ajustement pour égaliser les

groupes) alan.

2) Un prélevement de sang au baseline et aprés 1 an (n=421)

a. 2 tubesde plasma traités avec EDTA de sodium: 1 pour la biochimie et valeurs des
lipides (tests refaits en pairé par le laboratoire de biochimie de I'Institut de Car-
diologie de Montréal pour baseline et 1AN) et 1 pour le profil lipidique réalisé par
résonance magnétique nucléaire (RMN) par la compagnie Liposcience, mainte-
nant partie de Quest Diagnostics.

b. 1 tube de sérum : pour les essais d’efflux de cholestérol.
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Au final, nous avons eu un total de n=379, soit 38% des participants de I'étude principale DP2,

avec n=193 dans le groupe PCB et n=186 dans le groupe DAL tel qu’illustré dans la Figure 6.

dal-PLAQUE2
N=988

Sergm 3x) IMT carotidien
Baseline+ 1 an

N=421 Baseline+ 1 an

N=511

Figure 6: Diagramme de sélection des participants a la sous-étude (PCB n=193 et DAL n=186) a
partir de la cohorte dal-PLAQUE2 (n=988) selon la disponibilité des prélévements sériques ainsi
qgue de I'imagerie carotidienne (calcul de la cIMT) au baseline et aprés 1 an de traitement.

3. Mesures effectuées, méthodes

3.1 Courbes concentration-effet
Afin d’identifier les concentrations de sérum a utiliser selon le type cellulaire, des courbes de
concentration-effet ont été obtenues a partir d’essais d’efflux sur les trois types cellulaires (774,
BHK-ABCA1 et HepG2) vers des concentrations prédéterminées de différents pools de sérums
humains déplétés en apoB. Ces essais ont été faits a partir de pools de sérums humains commer-
ciaux (pool #6, SA1 et SB1, réalisés a partir de 20 sujets normolipidémiques) obtenus de la com-

pagnie Bioreclamation (Huntsville, NY) et a partir d’un pool de sérums de la cohorte DP-2.

HepG2

Pour HepG2, il y a eu 3 essais d’efflux avec les différentes concentrations de pool de sérum hu-
main #6 (0%; 1,4%; 2,8%; 4,2%; 5,6%; 7,0%; 9,8%; 14,0%) (voir Figure 7). Le Ky moyen obtenu était
de 3,41%, donc nous avons choisi la concentration finale de sérum de 2,8% pour les essais d’efflux

(voir Tableau V).

34



Tableau IV: Valeurs des B, et des Ky (moyennes, écarts-types et coefficients de variation) pour
les cellules HepG2 lors de 3 essais d’efflux différents sur le pool de sérum #6.

=]

HepG2 B, (% defflux) Kp (%)
SR-B1-dépendant SR-B1-dépendant
Moyenne 19,68 3,41
sD 0,87 1,06
%CV 4 31
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Figure 7: Courbe concentration-effet effectuée avec différentes concentrations du pool de sérum
humain #6 déplété en apoB (0%; 1,4%; 2,8%; 4,2%; 5,6%; 7,0%; 9,8%; 14,0%) lors d’essai d’efflux
de cholestérol sur les cellules HepG2 (moyenne de 3 expériences).

BHK-ABCA1

Pour les cellules BHK-ABCAL, il y a eu 4 essais d’efflux avec des concentrations de pool de sérum

humain (0%; 0,35%; 0,7%; 1,4%; 2,8%; 5,6%; 7,0%; 9,8%) (voir Figure 8). La concentration finale

choisie était en fonction des conditions stimulées afin d’éviter la saturation d’efflux de cholestérol

durant I'essai lorsque les valeurs sont les plus élevées. Comme le K, moyen pour la condition sti-

mulée était de 1,01%, la concentration finale choisie était de 0,7% (voir Tableau VI).
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Tableau V: Valeurs des B, et des K, (moyennes, écarts-types et coefficients de variation) pour les
cellules BHK-ABCA1 pour les conditions non-stimulée et stimulée avec mifepristone 20 nM ainsi
que pour la composante ABCA1-dépendante calculée lors des 4 essais d’efflux différents sur les
pools de sérum #6 et SA1.

BHK-ABCA1 B,..x (% defflux) Ky (%)
Non- Stimulé ABCA1- Non- Stimulé ABCA1-
stimulé dépendant | stimulé dépendant
Moyenne 15,29 29,48 18,82 5,60 1,01 0,54
SD 4,63 2,39 2,09 1,77 0,46 0,46
%CV 30 8 11 32 45 85
40

¢ Non stimulé
m  Mifepristone 20 nM
ABCA1

0 T

0 2 4 6 8 10
% sérum déplété

Figure 8: Courbe concentration-effet effectuée avec différentes concentrations des pools de sé-
rum humain #6 et SA1 déplétés en apoB (0%; 0,35%; 0,7%; 1,4%; 2,8%; 5,6%; 7,0%; 9,8%) lors
d’essai d’efflux de cholestérol sur les cellules BHK-ABCA1 (moyenne de 4 expériences).

1774

Pour J774, il y a eu 3 essais d’efflux avec différentes concentrations de pool de sérum humain (0%;
0,35%; 0,7%; 1,4%; 2,8%; 5,6%; 7,0% et 9,8%) (voir Figure 9). La concentration finale choisie était
en fonction des conditions stimulées afin d’éviter la saturation d’efflux de cholestérol durant

I’essai. Le Kp moyen est de 1,15%, donc nous avons choisi la concentration finale de 1,4%.

Aprés analyse des résultats, les concentrations choisies étaient de 2,8% pour les HepG2, de 0,7%
pour les BHK-ABCA1 et finalement 1,4% pour les J774. En plus de la valeur de K obtenue, la sélec-
tion de la concentration de sérum dépendait de la quantité d’efflux obtenue, qui devait étre me-
surable facilement, donc distincte de la valeur obtenue apres avoir soustrait la valeur d’efflux

basale (en absence de sérum ou 0%) (voir Tableau VII).
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Tableau VI: Valeurs des B, et des Ky (moyennes, écarts-types et coefficients de variation) pour
les cellules J774 pour les conditions non-stimulée et stimulée avec AMPc 0,3 mM lors de 3 essais
d’efflux différents sur les pools de sérum #6 et SA1.

774 B,.ax (% d'efflux) Ky (%)
Non-stimulé| Stimulé d;pi(::iz-nt Non-stimulé| Stimulé d::ecn?lla\-nt
Moyenne 28,07 23,07 na 5,18 1,15 na
SD 8,54 3,62 na 1,77 0,14 na
%CV 30 16 na 34 12 na

Légende :

na : non applicable - les paramétres ABCAl-dépendant ne peuvent étre obtenus
car les deux courbes se croisent aux concentrations élevées et le B.x ne peut
étre calculé.

30+ . .
# Non stimulé
= cAMP 0,3 mM
— ABCA1
3'? 20-
>
=
(1T} 104
D L] ) ) L] | 1
0 2 4 6 8 10

% Serum deépléte

Figure 9: Courbe concentration-effet effectuée avec différentes concentrations des pools de sé-
rum humain #6 et SA1 déplétés en apoB (0%; 0,35%; 0,7%; 1,4%; 2,8%; 5,6%; 7,0%; 9,8%) lors
d’essai d’efflux de cholestérol sur les cellules 1774 (moyenne de 3 expériences).

3.2 Essais d’efflux de cholestérol
Le protocole standardisé permet de calculer I'efflux fractionnel de *H-cholestérol libre des lignées
cellulaires HepG2 (hépatocytes exprimant SR-Bl humain endogéne), BHK-ABCA1 (cellules de reins
de jeunes hamsters exprimant 'ABCA1 humain inductible avec la mifepristone par le systéeme
GeneSwitch) et J774 (lignée macrophagique de souris Balbc n’exprimant pas I'apoE) vers les
échantillons sériques sélectionnés de la cohorte DP2. A la fin de I'essai, le pourcentage d’efflux est
calculé en divisant les comptes de *H dans le milieu par le nombre total de comptes (cellules et
milieu). Un contrdle négatif (seulement du milieu de culture) est utilisé pour calculer I'efflux back-
ground en I'absence d’accepteurs. Le sérum témoin est un mélange de sérum de 30 volontaires

sains et les calibrateurs HDL niveaux 2 et 3 sont 2 contréles de qualité provenant de la compagnie
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Siemens avec des quantités de HDL calculées. Le pool de sérums témoin est utilisé pour tous les
types cellulaires afin d’établir le ratio Sujet X / Sérum témoin. De plus, vu la présence de HDL dans
le sérum témoin, il permet de valider I'efflux avec les cellules HepG2. Comme le sérum témoin
utilisé est toujours le méme durant les séries d’essais, les valeurs d’efflux calculées sont de ce fait
normalisées dans le temps. Le fait de rapporter les valeurs obtenues pour chacun des sujets au
sérum témoin réduit la variabilité inter-essai, pour ces expériences qui se sont étalées sur 6 mois.
L'utilisation de I'apoA-I comme controle de qualité avec les cellules J774 et BHK-ABCA1 permet
de valider chaque essai. Tous les échantillons sériques ainsi que les contrdles sont déplétés en
apoB immédiatement avant I'essai. Le tableau IV décrit les produits utilisés ainsi que les informa-
tions qui y sont reliées. Les trois souches cellulaires sont ensemencées le Jour 1 dans des plaques
48 puits et incubées a 37°C avec 5% CO, jusqu’a obtention de la confluence requise, soit 72 heu-
res (voir Tableau V pour les détails de conditions de cultures et d’essais d’efflux). Les cellules sont
marquées avec le *H-cholestérol libre le Jour 4. Le Jour 5, il y a équilibration des cellules et stimu-
lation de I’ABCA1 avec ajout de mifepristone pour les cellules BHK-ABCA1 et cAMP pour les J774.
La différence entre les valeurs d’efflux stimulé et non-stimulé permet d’obtenir I'efflux ABCA1-
dépendant, donc de suivre spécifiquement I'induction de I’ABCA1 dans ces cellules. Apres 16-18
heures d’incubation, 'essai d’efflux débute : les sérums et calibrateurs sont dilués selon les va-
leurs prédéterminées, les cellules sont mises en contact avec ces sérums et calibrateurs et incu-
bées pour 4 heures. A la fin de cette incubation, les milieux sont réscoltés et les cellules sont ly-
sées avec de I'hydroxyde de sodium (NaOH). Le calcul de pourcentage d’efflux peut étre effectué.
Pour I'apoA-I ainsi que pour le sérum témoin tous les résultats d’efflux ont été compilés et la
moyenne ainsi que I'écart type ont été déterminés. Ensuite, pour que les essais soient considérés
valides, les valeurs maximales et minimales des contréles de qualité devaient étre incluses dans la
moyenne + 2 fois I'écart type. Les essais dans lesquels les valeurs obtenues pour I'un ou les deux

controles étaient hors de cette limite ont été rejetés.
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Tableau VII: Description des différents produits utilisés pour les essais d’efflux, compagnie de pro-
venance, numéro de catalogue et concentration initiale.

Description du produit Compagnie Catalogue # Concentration initiale
EMEM MultiCell 350-005-CL

DMEM MultiCell 319-005-CL Glucose 11 mM
DMEM sans phénol rouge MultiCell 319-051-CL Glucose 11 mM
FBS Wisent 80150 Lot 115662
Pénicilline/Streptomycine Sigma P0781 100X

BSA sans acides gras, endotoxine faible | Sigma A8806-5

*H-Cholesterol Perkin EImer | NET139005MC 1 mCi/mL (ethanol)
$58-035 Santa Cruz Sc-215839A 5 mg/mL (DMSO)
Mifepristone Sigma M8046 50 uM (ethanol)
cAMP Sigma B7880 30 mM (water)
Calibrateur AHDL Siemens DC48B

Cocktail de scintillation MBio 882475

Vials Perkin Elmer | 6008117

Plaque de 48 puits Costar 3548

Plaque de 96 puits profonds Greiner VWR82051-228

Tableau VIII: Synthése des conditions utilisées pour la culture cellulaire et les essais d’efflux de
cholestérol pour les trois types de cellules utilisées dans le cadre de la sous-étude DP2.

HepG2 [ BHK-ABCA1 | 1774
Type de plague plague 448 puits
Milieu de culture et suppléments MEM MEM MEM
10% FBS+PS 10% FBS+PS 10% FBS+PS

Densité et volume des cellules sur

38000 cellules/cm?

14000 cellules/cm?

10000 cellules/cm?

plaques 72 h avant le marquage 0,3mL 0,3mL 0,5mL
24ha37°C
Marquage avec *H-FC 0,3 mLin MEM 1% FBS 0,5 mL in MEM 1% FBS
. ,3mLMEM 1% F , .
2 uCifmlL 03m BEFBS | L ACATI (5-58035) 2 pg/mi | + ACATI (5-58035)2 pg/ml
18ha37°C
Equilibration 0,3 mL MEM 0,2% BSA 0,5 mL MEM ,2% BSA
i 0,3 mL MEM 0,2% BSA + ACATI (5-58035) 2 pg/ml | + ACATi (S-58035) 2 pug/ml
+ Mifepristone 20nM +cAMP 0,3mM
7 serum 2,8% (K, 4% 0,7% (K, 0,1% 1,4% (K, 1,4%
déplété ¥ ( D ) ] ( 0 ¥ ) ¥ ( D )
Efflux 4 h a 37°C dans MEM sans rouge phénol + accepteur

Compter la radicactivité dans les surnageants

Compter la radicactivité dans les cellules

Controles Internes

Pool de sérum humain

2,8%

0,7%

1,4%

ApoA-|

10 pg/mL

10 pg/mL

Légende :

MEM : Minimal Essential Medium; FBS : Fetal bovine serum; PS : Penicillin-Streptomycin; BSA :
bovine serum albumin; ACATi : inhibiteur de ACAT; FC : cholestérol libre (free cholesterol); cAMP :
AMP cyclique; Kp : constante de dissociation; na : non applicable
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3.3 Mesure de I'activité de la CETP
L’activité de la CETP a été mesurée avec I'ensemble Roar Biomedical (Cat. No. RB-EVAK version
C100). En chambre noire, des particules de donneur (Réactif A) et d’accepteur (Réactif B) sont
incubées avec une source de CETP (soit les sérums) résultant au transfert médié par la CETP de
lipides neutres fluorescents du donneur vers |'accepteur. Ce transfert est déterminé par
I’augmentation de I'intensité de la fluorescence lorsque le lipide est déplacé vers I'accepteur. Une
solution de LPDS (lipoprotein deficient serum — sérum déficient en lipoprotéines) et un sérum
témoin incubés avec du dalcetrapib sont utilisés comme contréles de qualité afin de réaliser une
courbe de référence. Une quantité de puits prédéterminée sert de blancs. L’activité nette de la
CETP (une fois le blanc soustrait) est calculée pour chaque échantillon, permettant ainsi de
démontrer I'inhibition de I'activité de la CETP avec le dalcetrapib. La détection de la fluorescence
a été faite avec un lecteur multiplague Multi-Mode Synergy H1 Hybrid de Bio Tek Instruments La
normalisation des données se fait d’aprés les calculs suivants : Ratio d’activité de la CETP (LPDS ou
sérum témoin, sans dalcetrapib) = Activité nette de la CETP de I’échantillon / Activité nette de la

CETP (LPDS ou sérum témoin, sans dalcetrapib).

4. Résultats

4.1 Description de la cohorte
L'age moyen du groupe DAL était de 61,2 + 8,4 ans et de 59,9 £ 8,9 ans pour le groupe PCB. Les
caractéristiques suivantes décrivaient les deux groupes: 73,3% d'hommes pour DAL vs 79,2% pour
PCB; 95,7% de caucasiens DAL vs 95,9% pour PCB; indice de masse corporelle (kg/mz) de 29,4 +
4,8 pour DAL vs 30,4 + 5,7 pour PCB; 62,9% de fumeurs actuels ou anciens pour DAL et 67,9%
pour PCB. Bref, les deux groupes sont comparables au niveau statistique en termes démogra-

phiques (voir Tableau VIII).

Tableau IX: Caractéristiques démographiques pour la cohorte de I'étude pour les groupes Dalce-
trapib (n=186) et Placebo (n=193).

L ; ) Dalcetrapib Placebo

Caractéristiques Démographiques
n=186 n=193

Age, années (SD) 61,2(8,4) 59,9(8,9)
Homme, % 73,3 79,2
Caucasiens, % 95,7 95,9
Indice de masse corporelle, kg/m? (SD) 29,4 (4,8) 30.4(5,7)
Fumeurs (actuels ou anciens), % 62,9 67,9

*:p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001
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Certaines maladies concomitantes ciblées étaient présentes chez les deux groupes au baseline de
facon équivalente (voir Tableau IX): CAD 78,5% pour DAL vs 74,6% pour PCB; maladie cérébrovas-
culaire 2,2% DAL vs 3,6% PCB; maladie artérielle carotidienne 2,2% DAL vs 5,7% PCB; maladie ar-
térielle périphérique 2,7% DAL vs 2,1% PCB; anévrisme de I'aorte abdominale 1,1% DAL vs 2,1%
PCB; insuffisance cardiaque 2,7% DAL vs 2,6% PCB; dyslipidémie 93,0% DAL vs 93,3% PCB et HTA
65,6% DAL vs 71,5% PCB.

Tableau X: Maladies concomitantes présentes chez la cohorte de la sous-étude dal-PLAQUE2 au
baseline dans les groupes Dalcetrapib (n=186) et Placebo (n=193).

Histoire Médicale - baseline Dalcetrapib Placebo
n=186 n=193
Maladie coronarienne athérosclérotique, % 78,5 74,6
Maladie cérébrovasculaire, % 2,2 3,6
Maladie artérielle carotidienne, % 2,2 5,7
Maladie artérielle périphérique, % 2,7 2,1
Anévrisme de Paorte abdominale, % 1,1 2,1
Insuffisance cardiaque, % 2,7 2,6
Dyslipidémie % 93,0 93,3
Hypertension, % 65,6 7.5

*:p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001

La médication concomitante était prise de la fagon équivalente dans les deux groupes (voir Ta-
bleau X): antihypertenseurs (inhibiteurs de I'enzyme de conversion de l'angiotensine Il : 43,5%
DAL vs 34,4% PCB; antagonistes des récepteurs de I'angiotensine Il : 22,0% DAL vs 19,2% PCB;
béta-bloqueurs : 72,6% DAL vs 71,5% PCB et bloqueurs des canaux calciques : 26,9% DAL vs 28,0%
PCB); les agents anti-angineux étaient pris par 54,8% DAL vs 48,7% PCB; les agents antiplaquettai-
res par 78,0% DAL vs 71,0% PCB; l'acide acétylsalicylique par 97,3% DAL vs 92,7% PCB et finale-
ment les statines par 95,7% DAL vs 96,9% PCB.
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Tableau XI: Classes des différentes médications concomitantes prescrites chez la cohorte de
I’étude au baseline dans les groupes Dalcetrapib (n=186) et Placebo (n=193).

e . ) X Dalcetrapib Placebo
Classes de Médications concomitantes - baseline
n=186 n=193

I'r1h|l:!|teur t_ie Fenzyme de conversion de 435 344
I'angiotensine I, %

Antagonistes des récepteurs de F'angiotensine 11, % 22,0 19,2
Béta-bloqueurs, % 72,6 71,5
Bloqueurs des canaux calciques, % 26,9 28,0
Agents antiangineux, % 54,8 48,7
Agents antiplaquettaires, % 78,0 71,0
Acide acétylsalicylique, % 97,3 92,7
Statines, % 95,7 96,9

* 1l n’y a aucune différence significative avec un test de Chi carré

4.2 Biochimie

L'activité de la CETP a été mesurée avec le kit Roar Biomedical (Cat. No. RB-EVAK version C100),
par une méthode utilisant un substrat fluorescent en calculant I'activité CETP nette (une fois le
blanc soustrait) pour chaque échantillon, qui permet ainsi de démontrer I'inhibition de I'activité
de la CETP avec le dalcetrapib. Dans chaque essai, du dalcetrapib a été ajouté a un échantillon de
sérum normal a titre de contréle positif de I'inhibition de la CETP. Il y a eu normalisation des
essais avec un sérum témoin pour I'ensemble de la cohorte. Le nombre d’échantillon testé pour
I'activité de la CETP est plus petit ici car plusieurs échantillons n’atteignaient pas le volume
minimal essentiel pour exécuter la mesure. Dans notre étude, I'activité de la CETP est diminuée
de 19,2% (voir Tableau Xl) dans le groupe DAL aprés 1 an de traitement. Un effet combiné des
changements d’activité de CETP dans les 2 groupes (DAL vs PCB) cause une réduction de 30% de
I'activité de la CETP dans le groupe DAL par rapport au groupe PCB. Comme le dalcetrapib est un
CETPi, ce résultat était attendu. De ce fait, une augmentation du HDL-C devrait en découler car les
EC demeurent un peu dans la fraction HDL. En effet, I'activité de la CETP est inversement corrélée
avec le la valeur de HDL-C dans le groupe DAL (r=-0,29, p=0,0016) mais non dans le groupe PCB
(p=0,39).
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Tableau XII: Changements apres 1 an (en %) de I’activité de la CETP chez la cohorte de I'étude
dans le groupe Dalcetrapib (n=122) et le groupe Placebo (n=142).

Dalcetrapib Placebo
Activité CETP n=122 n=142

Changement a 1 an (%)

Activité CETP (ratio du sérum contréle) -19,2 *&* 13,2

*:p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001

Au niveau du profil des lipides plasmatiques, trois augmentations sont tres significatives dans le
groupe DAL vs PCB (voir Tableau Xll). D’abord, la valeur de HDL-C est augmentée de 35,5% (p <
0,001) apres 1 an, tel gu’attendu avec la diminution d’activité de la CETP décrite plus haut. Aussi,
I’apoA-I est augmentée de 14,0% (p < 0,001) apres 1 an ainsi que le cholestérol total de 15,9% (p <
0,001). De maniére moins significative, Lp(a) a subi une légére diminution de 0,6% (p < 0,05), la
valeur de TG a augmentée de 1,5% (p < 0,05) aprés 1 an dans le groupe DAL et la valeur de LDL-C
calculée a augmentée de 10,8% (p < 0,05). Notons que la valeur de LDL-C calculée a partir de
I’équation de Friedewald dans un contexte d’inhibition de CETP et lorsque le LDL est maintenu bas
(tel qu’avec un traitement aux statines) peut étre biaisée (Sniderman et al, 2003). De fait, si on
considere le LDL-C mesuré directement, on constate que I'augmentation obtenue de 4,8% n’est

pas significative.

Tableau XIll: Changements aprés 1 an (en %) des différents lipides mesurés chez la cohorte de
I’étude dans le groupe Dalcetrapib (n=186) et le groupe Placebo (n=193).

Dalcetrapib Placebo

Profil des lipides et des apolipoprotéines n=186 n=193

Changement a 1 an (%)
Apolipoprotéine A-l 14,0 *** 3,0
Apolipoprotéine B 5,9 25
Lipoprotéine (a) 06* -0,2
Cholestérol total 15,9 **# 3,2
HDL-cholestérol 35,5 *** 33
Non-HDL-cholestéral 7,5 3,2
LDL-cholestérol, mesuré 4,8 2,3
LDL-cholestérol, calculé 10,8 * 2,4
Triglycérides 1,5%* 8,9

*:p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001
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Concernant la biochimie, la seule différence significative observée entre les deux groupes de trai-
tement (DAL vs PCB) est une diminution de 14,5% (p < 0,001) de la bilirubine aprés 1 an de trai-
tement au dalcetrapib, tel qu’illustré dans le Tableau XIlII. Cette différence n’était pas prévisible au
vu des connaissances sur la CETP et le dalcetrapib. Les autres concentrations de substances mesu-

rées ne semblent pas différer entre les deux groupes. Les données n’ont pas été log-transformées.

Tableau XIV: Changements aprés 1 an (en %) des différentes données biochimiques mesurées
chez la cohorte de I'étude dans le groupe Dalcetrapib (n=186) et le groupe Placebo (n=193).

Dalcetrapib Placebo

Biochimie n=186 n=193

Changement a 1 an (%)
Bilirubine totale -14,5 *** -1,6
Créatinine -1,4 -0,6
Glucose 04 2,3
Insuline 3,0 6,5
Protéine C réactive (hsCRP) -11,9 -39,5
Fructosamine (albumine glyquée) -0.6 1,2

*:p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001

Tel qu’illustré dans le Tableau XIV, on ne note aucun changement significatif au niveau de la mas-
se de LCAT et de la masse de myéloperoxydase (MPQ) entre les deux groupes DAL et PCB. Rappe-
lons que I'’enzyme LCAT est responsable de I'augmentation de la taille des particules HDL en esté-
rifiant le FC de leur surface en EC hydrophobes, qui migrent vers le centre de la particule HDL
(Ikonen, 2008; Tall et al, 2008; Calabresi et al, 2009; Santos-Gallego et al, 2011; Soran et al, 2012).
Le dalcetrapib ne semble pas avoir d’effet sur la concentration de LCAT. La MPO est une enzyme
sécrétée par les leucocytes activés lors de I'inflammation et est un marqueur du risque cardiovas-
culaire. La MPO se lie a I'apoA-I des particules HDL et favorise des modifications oxydatives cova-
lentes et I'inactivation fonctionnelle de celle-ci (Smith, 2010; Huang et al, 2013). Le dalcetrapib ne
semble pas jouer sur les concentrations de MPO car le changement en % a 1 an de MPO n’est pas

significatif entre les deux groupes.
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Tableau XV: Changements apres 1 an (en %) des masses de LCAT et MPO mesurées par ELISAs
chez la cohorte de I'étude dans le groupe Dalcetrapib (n=186) et le groupe Placebo (n=193).

T . Dalcetrapib Placebo
Biochimie (suite)
n=186 n=193
ELISAs Changement a 1 an (%)
LCAT, masse 5,7 24
MPO, masse 4,3 1,7

*:p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001

4.3 Profil lipidique réalisé par RMN

Le profil lipidique réalisé par RMN permet d’obtenir un portrait de la distribution des tailles (en
nanometre) et de la concentration (UM ou umol/L) des classes et sous-classes de lipoprotéines
(Rosenson et al, 2011; Matyus et al, 2015). On peut remarquer une petite augmentation de la
concentration des particules HDL totales de 5,3% (p < 0,01) apres 1 an dans le groupe DAL, causée
majoritairement par une augmentation des grosses HDL (68,7%; p < 0,001) aux dépens des petites
HDL (-9,1%; p < 0,001). La concentration des particules de taille moyenne semble étre demeurée
sensiblement la méme, I'augmentation notée n’étant pas significative. En moyenne, la taille des
HDL-P a augmenté de 5,2% (p < 0,001) aprés 1 an dans le groupe DAL. Aussi, le traitement au dal-
cetrapib résulte en une diminution potentiellement bénéfique des LDL-P (low density lipoprotein
particles - particules de LDL) car on observe clairement une diminution des petites particules LDL
(-19,7%; p < 0,001) et une augmentation des grosses particules LDL (37,5%; p < 0,01) (Williams et
al, 2014) (voir Tableau XV).
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Tableau XVI: Changements aprés 1 an (en %) de différentes valeurs mesurées du profil lipidique
réalisé par RMN chez la cohorte de I'étude dans le groupe Dalcetrapib (n=179) et le groupe
Placebo (n=178).

Dalcetrapib Placebo
Profil lipidique réalisé par RMN n=179 n=178
Changement a 1 an (%)
Concentration totale des particules HDL 5,3 ** 2,1
Grosses particules HDL 68,7 ¥¥** 9,7
Moyennes particules HDL 4,5 2,0
Petites particules HDL -0,] *** 0,4
Diamétre moyen des particules HDL 5,2 dk 0,4
Concentration totale des particules LDL -3,1%* 2,1
IDL 16,1 7,5
Grosses particules LDL 37,5%* 11,2
Petites particules LDL -19,7 *¥* -1,5
Diamétre moyen des particules LDL 1,2 He* 0,4

*:p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001

4.4 Coefficients de variation globaux selon le modeéle cellulaire d’efflux et effet de la norma-
lisation avec le sérum témoin

Les coefficients de variation globaux (CV) en pourcentage (illustrés dans le Tableau XVI) ont été
calculés a partir des valeurs d’efflux sur une cohorte différente de celle utilisée pour la présente
étude, soit sur des sujets de la Biobanque de I'Institut de Cardiologie de Montréal (ICM) (1000
témoins et 1000 cas, ces derniers ayant eu un infarctus). Nous voulions démontrer que les mesu-
res obtenues avec des plasmas humains présentaient des valeurs inférieures de CV lorsqu’une
normalisation avec le sérum témoin était faite, pour chaque modele cellulaire. On observe que
pour les modeles cellulaires HepG2 et J774, le CV (%) apres ajustement est plus petit (de plus de
3%) qu’avant la normalisation. Puisque les valeurs d’efflux ABCA1-dépendant sont obtenues par
soustraction de I'efflux basal a I'efflux stimulé, il est normal que les CV (%) d’ABCA1-dépendant
soient plus élevés que les CV (%) basal et stimulé. Par contre, lorsque I'on regarde les valeurs as-
sociées aux cellules BHK en situation basale, on peut voir que les CV (%) varient beaucoup plus
que chez les autres types cellulaires, qui sont comparables entre les cas et les témoins (avant et

apres normalisation). Aussi, chez BHK, les CV (%) ne sont pas plus faibles apres la normalisation
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avec le sérum témoin (valeurs en rouge), elles sont en effet plus élevées. Méme si la culture cellu-
laire est facile avec le modele BHK, ces cellules sont moins stables pour les essais d’efflux dans la
situation basale, et la normalisation avec le sérum ne parvient pas a réduire cette caractéristique.
Cependant, I'effet recherché est obtenu avec les cellules BHK stimulées pour exprimer ’ABCA1, et
comme cette variable influence beaucoup le calcul de la composante ABCA1-dépendante, la nor-

malisation est effectuée pour cette lignée cellulaire aussi.

Tableau XVII: Coefficients de variation (CV) globaux de la capacité d’efflux de cholestérol des su-
jets de la cohorte Biobanque avant et aprés normalisation avec le sérum témoin selon les trois
modeles cellulaires utilisés.

CV (%)? CV (%) aprés
Modéle cellulaire Normalisation?
Cas Controles Cas Controles

HepG2, non stimulée 19,7 18,1 15,3 16,0
J774, basale 18,7 15,4 14,6 15,7
1774, stimulée (avec AMPc) 18,8 18,5 13,3 13,6
1774, ABCA1-dépendant 30,9 30,8 24,1 24,8
BHK, basale 17,7 19,2 19,72 23,6°
BHK, stimulée (avec mifepristone) 24,4 23,8 21,6 22,2
BHK, ABCA1-dépendant 32,2 31,5 28,0 28,1

' Basé sur des valeurs de coefficients d’efflux de cholestérol (CEC) non normalisées
?Basé sur des valeurs CEC normalisées (ratio de sérum témoin)

3 %CV plus élevé apres la normalisation

*:p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001

4.5 Capacité d’efflux de cholestérol
Les capacités d’efflux ont été calculées en augmentation absolue, soit en soustrayant les ratios
1AN — baseline. Il n’y a donc pas d’unité associée a ces augmentations. Pour les cellules HepG2, on
obtient une augmentation absolue dans le groupe DAL (0,089; p < 0,001) de la capacité d’efflux de
cholestérol de plus de trois fois la valeur du groupe PCB (0,023) (augmentation relative de 2,4%
dans le groupe PCB vs 9,2% dans le groupe DAL). Comme les cellules HepG2 expriment le SR-BI
humain (Rhainds et al, 2003) et que les grosses HDL-P ont augmenté de prés de 70% (p < 0,001)
avec le traitement au dalcetrapib, ce résultat est attendu, mais est plus modeste que la hausse du

taux de HDL-C.

Pour les cellules 1774, les changements absolus de CEC sont augmentés significativement pour

I'efflux total (0,066; p < 0,001) et I'efflux basal (0,162; p < 0,001), mais I'augmentation absolue
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pour 'efflux ABCA1-dépendant n’est pas significative. Par contre, la valeur d’augmentation abso-
lue dans le groupe DAL est presque le double de celle du groupe PCB pour I'efflux ABCA1-

dépendant (0,024 vs 0,013), ce qui suggere une tendance d’augmentation d’efflux par ABCAL.

Le méme schéma se dessine pour les cellules BHK-ABCAL. Les valeurs absolues de CEC apres 1 an
de traitement sont toutes augmentées de maniere significative. Les valeurs relatives sont par
contre toutes les mémes (légerement supérieures a 16%) pour les efflux total, basal et ABCA1-
dépendant. Cette augmentation semble dépendante de I'augmentation de I'apoA-1 (14,90%; p <
0,001) et de HDL-C (35,5%; p < 0,001). Comme dans le cas de 1774, la valeur absolue d’efflux AB-
CA1l-dépendant est le double dans le groupe DAL vs le groupe PCB (0,051, p < 0,01 vs 0,025), ce
qui suggere aussi une tendance d’augmentation d’efflux via ABCA1. Dans le cas de BHK, cette

augmentation est significative, ce qui suggere que la hausse avec J774 est peut-étre réelle.

Tableau XVIII: Changements absolus aprés 1 an de traitement au dalcetrapib des capacités
d’efflux de cholestérol des trois modeles cellulaires utilisés pour la cohorte de I'étude dans le
groupe Dalcetrapib (n=186) et le groupe Placebo (n=193).

. i Dalcetrapib Placebo
Capacités d'efflux de cholestérol

n=186 n=193

Type cellulaire, voie (ratio du sérum contréle) Changement absolu a 1 an
HepG2, efflux SR-Bl-dépendant 0,089 *** 0,023
1774, efflux total 0,066 *** 0,023
Efflux basal 0,162 *** 0,048
Efflux ABCA1-dépendant 0,024 0,013
BHK-ABCA1, efflux total 0,072 *** 0,027
Efflux basal (0,194 *+* 0,043
Efflux ABCA1-dépendant 0,051 ** 0,025

*:p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001

4.6 Mesure de I'épaisseur de I'intima-média carotidienne
Concernant les valeurs de cIMT mesurées pour les patients de la cohorte apres 1 an de traite-
ment, il n’y a aucun changement absolu significatif au niveau des épaisseurs de I'intima-media
(voir Tableau XVIII). Une analyse dans le temps confirme cette absence de changement pour les 4
valeurs de cIMT mesurées, soit les cIMT moyennes pour la valeur composite et carotides commu-
nes ainsi que les cIMT maximales pour la valeur composite et carotides communes. La valeur
composite est une moyenne des valeurs de tous les segments mesurés (Stein et al, 2004). Donc,

une baisse de I'activité de CETP, suivie d’'une hausse de HDL-C, n’a pas d’effet sur la valeur de

48



cIMT en présence d’une thérapie selon les normes de soins. De plus, le dalcetrapib ne semble pas
avoir d’effet sur cette variable lorsqu’il n’y a pas de stratification sur la base de certains variants
génétiques, tel que démontré par Tardif et al (2015) et détaillé plus bas dans la Discussion (sec-

tion 5 de mon étude).

Tableau XIX: Changements absolus aprés 1 an de traitement de la valeur de cIMT (tous les seg-
ments et carotides communes) pour les groupes Dalcetrapib (n=186) et Placebo (n=193).

i Changement absolu de cIMT

Epaisseur 21an (mm?) Ttest

de l'intima-media carotidienne

(cIMT) Placebo (n=186) Dalcetrapib (n=193) )
+9D +5D Valeur-p

¢cIMT Moyenne (composite) -0,0005 £ 0,0531 0,0015 £ 0,0608 0,98

cIMT Maximale (composite) 0,0012 + 0,0614 0,0028 + 0,0691 0,85

cIMT Movyenne (carotides communes) 0,0016 + 0,0545 0,0006 + 0,0666 0,78

clMT Maximale {carotides communes) 0,0009 + 0,0693 0,0002 + 0,0737 0,89

*:p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001

5. Discussion

L'objectif principal de cette étude était de décrire I'effet du dalcetrapib sur la fonction et la struc-
ture des HDL dans un sous-groupe de sujets représentatifs de la cohorte DP2. Rappelons que les
deux groupes DAL et PCB de cette cohorte sont équivalents en termes de données sur I'histoire
médicale, la médication concomitante prescrite et la biochimie au baseline. Trois objectifs se-
condaires ont été atteints afin de décrire I'effet du dalcetrapib. Premiérement, une étude des
données biochimiques sélectionnées, telles le profil des lipides et apolipoprotéines, la biochimie
plasmatique générale et les protéines reliées aux HDL, a été réalisée. Ensuite, les concentrations
des sous-classes de lipoprotéines de la cohorte ont été étudiées en RMN. Le profil lipidique réalisé
par RMN permet d’obtenir un portrait de la distribution des tailles et de la concentration des clas-
ses et sous-classes de HDL en additionnant les signaux de 26 sous-populations de HDL. Comme la
précision des mesures est limitée pour plusieurs des sous-populations, elles sont souvent classées
en « grosses », « moyennes » et « petites » particules HDL (Rosenson et al, 2011; Matyus et al,
2015). Comme les préB-HDL sont qualifiées de trés petites et qu’elles ne contiennent pas beau-
coup de lipides, leur signal ne semble pas étre détecté par la RMN (Rosenson et al, 2013). Fina-
lement, la compétence du sérum a accepter le cholestérol de deux voies d’efflux, soit via les HDL

(avec les cellules HepG2 et les efflux basaux de 1774 et BHK-ABCA1) et vers les préB-HDL (avec les
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cellules J774 et BHK-ABCAL1 stimulées pour ’ABCA1), a été étudiée comme marqueur de la fonc-

tion des HDL dans le TIC.

5.1 Biochimie plasmatique
5.1.1 Activité de la CETP
L'activité de la CETP était diminuée de 19,2% (p < 0,001) dans le groupe DAL aprés 1 an de
traitement. Un effet combiné des changements d’activité de CETP dans les 2 groupes cause une
réduction de 30% dans le groupe DAL par rapport au groupe PCB. Le changement d’activité de
CETP est plutot faiblement corrélé avec le changement de HDL-C dans le groupe DAL (r=-0,29,
p=0,0016), mais pas de maniére significative dans le groupe PCB (p=0,39). Dans les études clini-
gues de phase Il synthétisées par Rhainds et al. (2012a), I'activité de la CETP diminue de 13 a 51%.
Donc, on peut conclure que le dalcetrapib diminue I'activité de la CETP de maniére significative et

ce, selon les valeurs attendues dans le cadre de notre sous-étude.

5.1.2 Protéines impliquées dans la fonction des HDL
Au niveau des protéines impliquées dans la fonction des HDL, les masses de LCAT et MPO sont
demeurées semblables dans les deux groupes. L’augmentation de la concentration des grosses
particules HDL n’est donc pas causée par une augmentation de la quantité de la LCAT. Concernant
la MPO, I'apoA-l n’a pu étre modifiée par cette enzyme car la masse ne semble pas étre affectée
par le dalcetrapib. Toutefois, d’autres facteurs pourraient rendre ces enzymes plus efficaces et
hausser leur activité enzymatique sans en modifier la masse. Nous n’avons toutefois pas mesuré

cette activité dans le cadre de cette étude.

5.1.3 Bilirubine
Au niveau de la biochimie plasmatique, la seule différence significative entre les groupe DAL et
PCB aprés un an de traitement est une diminution de la bilirubine de 14,5% dans le groupe DAL.
Une hypothése pouvant expliquer la diminution de la mesure de la bilirubine dans le groupe DAL
de 14,5% est que le dalcetrapib agirait négativement sur I'enzyme heme oxygénase-1 (HO-1) dans
les macrophages, seule source de production de la bilirubine (Khurana, 2006). HO-1 convertit
I’'heme des globules rouges en biliverdine, qui pourra étre transformée a son tour en bilirubine.
HO-1 joue un réle antioxydant et protecteur dans les maladies vasculaires, dont I'athérosclérose,
en inhibant la prolifération des SMC dans la lésion (Wang et Patterson, 2015). Le dalcetrapib, en
diminuant I'expression de HO-1, diminuerait donc la quantité de bilirubine produite et causerait

cette baisse de 14,5% (p < 0,001) observée dans le groupe DAL versus PCB. Une seconde hypothe-

50



se permettant d’expliquer cette diminution observée dans le groupe DAL serait que le dalcetrapib
induirait I’expression du gene UGT1A1, codant pour I'enzyme bilirubine-UGT au niveau hépatique.
Cette enzyme assure la glucuronidation de la bilirubine et permet sa dissolution et son élimination

par le foie (Genetics Home Reference, 2012).

5.2 Profil des lipides plasmatiques
Plusieurs différences significatives entre les groupes DAL et PCB sont apparues aprés un an de

traitement au dalcetrapib 600 mg per os die.

5.2.1 Augmentation des taux de HDL-C
Une augmentation du taux de HDL-C de 35,5% (p <0,001) a été atteinte dans le groupe DAL apres
1 an de traitement. Cette augmentation correspond aux valeurs attendues, soit des augmenta-
tions d’HDL-C par rapport au baseline de plus de 30% dans les études de phase Il réalisées avec un
traitement au dalcetrapib 600 mg per os die d’une durée variant entre 4 semaines et 24 mois, et
est causée par I'augmentation du nombre de particules HDL de grande taille, riches en EC (Niesor
et al, 2010; Rhainds et al, 2012a; Tardif et al, 2015). En effet, les grosses particules HDL ont aug-
menté de 68,7% (p < 0,001) dans le groupe DAL de notre étude. Chez les patients déficients en
CETP ou traités avec un CETPi, on note des niveaux plus élevés de particules HDL riches en apoE,
permettant a ces dernieres de transporter plus d’EC et donc de subir une expansion de leur cceur
lipidique. Ceci méne a une augmentation de la taille de ces particules et donc une augmentation

du nombre de grosses particules HDL (Rosenson et al, 2011).

Afin d’assurer une élimination nette de cholestérol via les selles, cette élévation de HDL-C asso-
ciée au dalcetrapib se doit d’étre accompagnée d’une augmentation de la voie directe du TIC (via
les HDL), étant donné que le LDL-C ne diminue pas en présence de dalcetrapib (Rhainds et al,
2012a). Chez un modeéle de hamster, Niesor et al. (2010) ont observé une augmentation significa-
tive de I'excrétion fécale de stérols neutres et d’acides biliaires marqués au *H aprés un traite-
ment au dalcetrapib 100 mg bid. Jusqu’a ce jour, ce type d’étude n’a pas été effectué chez
I’humain avec le dalcetrapib. Brousseau et al. (2005) ont démontré, a partir d’'une étude de clai-
rance des HDL chez I’humain, que le torcetrapib n’a pas d’effet sur I'excrétion fécale de stérols.
Concernant I’élimination hépatique, Schwartz et al. (2004) ont réalisé une petite étude avec 13
participants consistant en l'injection de LP (VLDL, IDL, LDL et HDL) marquées afin d’identifier et de
guantifier les voies importantes in vivo de transport des EC chez I’humain. D’aprés leurs résultats,

environ 85% de I'élimination hépatique irréversible des EC se fait via des LP contenant de I'apoB
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(VLDL, IDL et LDL), soit par la voie indirecte du TIC, a laquelle la CETP participe en transférant les
EC des HDL vers les LDL en échange de TG. Les CETPi, par exemple le dalcetrapib, empéchent ce
transfert d’EC des HDL vers des LDL et favoriseraient la voie directe du TIC. Dans notre étude, un
traitement au dalcetrapib ne parait pas augmenter la voie directe du TIC. En effet, il semble que
les EC demeurent dans la fraction HDL puisqu’une augmentation de 35,5% de HDL-C est observée.
Tel que démontré par Brousseau et al. (2005), le torcetrapib n’augmente pas la production
d’apoA-l mais diminue plutot sa clairance en favorisant I'acquisition d’EC par les particules HDL,
leur permettant de demeurer en circulation plus longtemps. La fraction HDL-C augmente car les
particules HDL augmentent en taille et ne se libérent pas au niveau hépatique de leur contenu en
EC. Avec le dalcetrapib, cela suggére que les particules HDL ne participent pas a I’élimination net-
te des EC, demeurent en circulation plus longtemps dans le plasma humain et que leur possible

effet bénéfique clinique ne serait pas dépendant de leur contenu en EC.

5.2.2 Augmentation de I'apoA-|
On note une augmentation de 14% (p < 0,001) de I'apoA-I dans le groupe DAL aprés 1 an de trai-
tement. Les augmentations moyennes rapportées par Rhainds et al (2012a) par rapport au baseli-
ne varient entre 10 et 19% dans 7 études de phase I, dont 5 études d’une durée de 4 semaines et
1 d’une durée de 12 semaines de traitement au dalcetrapib 600 mg per os die. Cette hausse de
14% d’apoA-I serait en fait une conséquence de la diminution de son catabolisme causée par une
augmentation du contenu en EC des HDL-P et donc une augmentation de la taille des HDL-P pou-

vant contenir jusqu’a 4 a 5 molécules d’apoA-|I (deGoma & Rader, 2012; Rader & deGoma, 2014).

5.2.3 RMN
En général, la concentration de particules HDL totales a augmenté de 5,3% (p < 0,01) aprés 1 an
de traitement au dalcetrapib. Plus spécifiqguement, on observe une augmentation de 68,7% (p <
0,001) de la concentration des HDL de grande taille et une diminution de 9,1% (p < 0,001) de la
concentration des petites HDL, avec une augmentation du diametre moyen des particules HDL de
5,2% (p < 0,001) apres 1 an de traitement au dalcetrapib. Le remodelage des HDL par le transfert
des EC des HDL; vers les HDL, est conservé avec un traitement au dalcetrapib (Niesor et al, 2010).
Par contre, une étude plus récente par Johns et al. (2015) rapporte qu'’in vitro ce transfert est
inhibé par le dalcetrapib. Cela suggére un maintien des HDL de grandes tailles au détriment du
recyclage d’apoA-I dans la formation de petites HDL riches en protéines et interagissant avec AB-
CA1, d’ou une perte de la fonction protective des HDL dans le TIC, tel que proposé par Niesor

(2015).
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5.2.4 Augmentation des taux de LDL-C et de cholestérol total
Comme la valeur d’apoB n’est pas diminuée aprés 1 an de traitement, que la valeur de LDL-C me-
surée directement n’est pas augmentée ni diminuée et que I'augmentation de 10,8% (p < 0,05) de
LDL-C calculée a partir de I'’équation de Friedewald peut étre biaisée dans un contexte d’inhibition
de la CETP et lorsque le LDL-C est maintenu bas lors d’une thérapie avec les statines (Sniderman
et al, 2003), on peut affirmer qu’il n’y a probablement pas de hausse de I'élimination nette de
cholestérol. Toutefois, on note un changement dans la distribution de taille des particules LDL,
soit une augmentation des grosses particules LDL et une diminution des petites particules LDL,
dites athérogénes. Théoriquement, cela pourrait étre un avantage du dalcetrapib, mais les études
antérieures n’ont pas démontré d’effet protecteur du dalcetrapib au niveau des événements car-

diovasculaires (voir la section sur le programme Dal-HEART).

Comme I'apoE est aussi retrouvée sur une fraction des HDL (Pownall et Gotto, 1999) et lui permet
de s’associer au LDLr au niveau du foie pour retirer ces particules de la circulation (lkonen, 2008),
une augmentation de HDL-C et des valeurs stables de LDL-C et d’apoB peuvent étre un indice de
saturation du LDLr, d’ou I'augmentation notable de HDL-C. Il a été proposé que I'augmentation de
I’apoE chez les patients traités avec un CETPi empéche la libération de lipase hépatique, dimi-
nuant ainsi I’hydrolyse des HDL et leur affinité pour le SR-BI au niveau du foie (Rosenson et al,
2011) et favorisant une compétition avec les LDL pour sa liaison avec les LDLr hépatiques. Aussi,
une étude réalisée par Dong et al (2014) rapporte une diminution de I'expression du géne LDLR
via la voie SREPB2 chez des hépatocytes humains et murins en culture primaire exposés aux inhi-
biteurs de CETP anacetrapib, torcetrapib et evacetrapib. Cet effet pourrait permettre d’expliquer
I"augmentation du cholestérol total et du HDL-C et les valeurs neutres de LDL-C, mais selon cet
article, le dalcetrapib n’a pas cet effet sur cette voie. Il semble donc que le dalcetrapib influence le

profil des particules LDL par un autre mécanisme.

Finalement, comme la valeur de HDL-C a augmenté de 35,5% (p < 0,001) dans le groupe DAL apreés
1 an de traitement, il est n’est pas surprenant d’observer une augmentation de la valeur de cho-

lestérol total de 15,9% (p < 0,001) simultanément.

5.3 Capacité d’efflux de cholestérol du sérum humain
Au niveau des cellules HepG2, pour la voie d’efflux dépendante du SR-BI, les valeurs obtenues
correspondent aux résultats attendus pour ce modeéle. Dans une étude d’efflux réalisée par Aszta-

los et al. (2005) les cellules hépatiques FU5AH, exprimant SR-BI tout comme les cellules HepG2
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(Rhainds et al, 2003), effluent vers les moyennes et grosses particules HDL. Au baseline, I'efflux
des cellules HepG2 dépend des grosses et moyennes particules HDL (Figure 11) et est directement
proportionnel a la valeur de HDL-C (Figure 10). Comme le dalcetrapib a pour effet d’augmenter la
taille moyenne des particules HDL (5,2%) ainsi que la quantité des grosses particules HDL (67,8%),
il est normal que I'efflux de HepG2 ait augmenté aprées 1 an de traitement versus le groupe PCB.
Par contre, 'augmentation absolue de la CEC dans le groupe DAL (0,089) de plus de trois fois la
valeur du groupe PCB (0,023) demeure beaucoup plus petite que la hausse des grosses particules
HDL. Cela suggére que la compétence de ces particules HDL ne serait pas augmentée suite a un

traitement au dalcetrapib.
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Figure 10: Corrélation entre la capacité d’efflux de cholestérol des cellules HepG2 et la valeur de
HDL-C au baseline (n=379, PCB et DAL).

54



§
Eﬁ% ,,,,, {ww ﬁ}, ,7%- o Jo w".},,” 7,710 .
o
 J | [ - fes _Pm"{-” f o frad | s
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 0 10 20 30 40 i} S 10 15 20 25 30
Grosses HDL (umol/L) Moyennes HDL (pmol/L) Petites HDL - (umol/L)
< o | _12=026 - < '“l:,r;__=ao1
o~ ..:) o I '::.‘: z .L_ 54 o’ o~ o 3 o0 ity
. = & o o ‘ a0 9
(L]
g° o o
L-+] = o
© | o _| y o _|
- r T T T T T 31 B T T T T s T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 0 10 20 30 40 o 5 10 15 20 25 3D

Figure 11: Corrélations entre les concentrations des sous-classes de particules HDL (grosses,
moyennes et petites) et les capacités d’efflux de cholestérol des cellules HepG2 au baseline
(n=379, PCB et DAL).

Pour les cellules BHK, les efflux basal, stimulé et ABCA1l-dépendant sont tous corrélés positive-
ment avec le taux de HDL-C (Figure 12). Cette observation peut étre due au fait que les particules
HDL seraient corrélées a une plus grande quantité de préB-HDL, qui ne sont pas détectées par la
RMN (Rosenson et al, 2013). Pour la corrélation avec les différentes sous-classes de HDL, les efflux
basal et stimulé sont corrélés avec les grosses et moyennes particules HDL tandis que I'efflux AB-
CAl-dépendant est positivement corrélé avec les moyennes particules HDL (Figure 13). Avant le
traitement au dalcetrapib, il ne semble pas y avoir d’efflux spécifique important via ABCA1 par les
cellules BHK vers les LP attendues, soit les HDL de petite taille. Comme le traitement au dalcetra-
pib est associé a une augmentation de I'apoA-l de 14% (p < 0,001), il est normal que I'efflux AB-
CA1 par les cellules BHK soit augmenté car ce transporteur efflue vers les préB-HDL contenant de
I'apoA-I| (Santos-Gallego et al, 2011). Aussi, il est possible que les HDL remodelées durant I'essai
participent a I'efflux via les autres transporteurs exprimés par les cellules BHK-ABCA1, par exem-
ple SR-BI, tel que mesuré par Western blot dans notre laboratoire (données non-publiées). Par
exemple, si les grosses HDL sont remodelées en préB-HDL et HDL moyennes durant I’essai, ces
nouvelles préB-HDL feraient I'efflux via ABCAL tel qu’attendu et les moyennes particules via la
voie SR-BI. La corrélation observée entre les moyennes HDL et I'efflux ABCA1-dépendant serait en

fait une corrélation indirecte entre les nouvelles préB-HDL et I'efflux ABCA1-dépendant mesuré.
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Corrélations entre les capacités d’efflux de cholestérol basal, stimulé et ABCA1l-
dépendant des cellules BHK-ABCAL1 et les valeurs de HDL-C a baseline (n=356, PCB et DAL).
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Figure 13: Corrélations entre les concentrations des sous-classes de particules HDL (grosses,
moyennes et petites) et les capacités d’efflux de cholestérol basal, stimulé et ABCA1-dépendant
des cellules BHK-ABCA1 au baseline (n=356, PCB et DAL).

Au baseline, les valeurs d’efflux basal et stimulé des J774 sont positivement corrélées avec la
concentration de HDL-C (r=0,59; p = 0 et r=0,46; p = 0 respectivement). Cette corrélation demeu-
re, quoique faible, lorsque I'efflux ABCA1-dépendant est considéré (r=0,1; p = 0,046) (Figure 14).

Au niveau des particules HDL, J774 basal et stimulé semble effluer vers les moyennes et grosses
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particules HDL, ce qui est attendu puisque J774 exprime naturellement SR-BI (Sark et al, 1999) et
ABCG1 (Wang et al, 2007). Lorsque I'efflux ABCA1-dépendant est considéré, il n’y a pas de corréla-
tion avec des particules HDL de taille particuliere mesurées par la RMN (Figure 15). Dans I'étude
d’efflux réalisée par Asztalos et al. (2005), les macrophages 1774 exprimant ABCA1 effluent vers
les préB-HDL, les particules les plus efficaces pour interagir avec I’ABCA1 (Rosenson et al, 2011).
Tel que proposé par Niesor (2015), le fait que le dalcetrapib favorise le développement de particu-
les HDL de moyenne et grande taille au détriment du recyclage d’apoA-I peut expliquer I'efflux

plutét faible via ABCA1 par les cellules J774.

Pearson R=0,59; p=0 Pearson R=00,46; p=0 - Pearson R=0,1; p=0,046
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Figure 14: Corrélations entre les capacités d’efflux de cholestérol basal, stimulé et ABCA1-
dépendant des cellules J774 et les valeurs de HDL-C au baseline (n=379, PCB et DAL).
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Figure 15: Corrélations entre les concentrations des sous-classes de particules HDL (grosses,
moyennes et petites) et les capacités d’efflux de cholestérol basal, stimulé et ABCA1-dépendant
des cellules J774 au baseline (n=379, PCB et DAL).

Niesor et al. (2010) ont démontré que le dalcetrapib maintient ou augmente la formation des
préB-HDL en ajoutant des concentrations supra physiologiques de CETP durant I'incubation de
plasma humain in vitro. Suite a des essais d’efflux de cholestérol avec des plasmas de la cohorte
dal-ACUTE, Ray et al. (2014) rapportent une absence d’effet sur la concentration de préB-HDL et
sur I'augmentation d’efflux via ABCA1. Malgré I'augmentation de HDL-C d’environ 30%, les aug-
mentations d’apoA-| et d’efflux total n’étaient que d’environ 10%. Les résultats d’efflux obtenus
avec notre cohorte sont donc superposables. Une hausse d’efflux basal, ou hausse de fonction des
particules HDL, de 12% demeure isolée: les particules HDL ne sont augmentées que de 5,3%, la
guantité de particules LDL et le taux de LDL-C sont demeurés les mémes malgré le traitement au

dalcetrapib. Cette hausse bénéfique de 12% de I'efflux pourrait avoir un effet positif sur le risque
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cardiovasculaire mais une conséquence néfaste du dalcetrapib pourrait facilement la contrecar-
rer. Par exemple, le dalcetrapib pourrait avoir une influence négative sur les autres mécanismes
cardioprotecteurs des particules HDL, soit antiinflammatoire, antithrombotique, antioxidante et

améliorant la fonction endothéliale, qui ne sont pas associés directement au taux de HDL-C.

5.4 Facteurs métaboliques a considérer
De Grooth et al. (2004) ont revu la relation entre la CETP et I'athérosclérose. lls ont conclu qu’il
était impératif d’explorer les facteurs métaboliques individuels qui pourraient jouer sur les effets
positifs d’'une inhibition de la CETP. Tanigawa et al. (2007) ont amené une hypothése intéressante
sur l'inhibition de la CETP suite a leur expérience reliant I'expression forcée (transgénique) de la
CETP chez les souris, la clairance des EC via le LDLr et le TIC. Chez les individus normolipidémiques,
I’élimination des EC via SR-BI est basse donc la voie indirecte du TIC est essentielle: une inhibition
de la CETP serait néfaste dans ce contexte. Chez les patients présentant une diminution de la clai-
rance des particules LDL via LDLr, par exemple dans les cas d’hypercholestérolémie familiale, la
voie indirecte peut étre proathérogene car les EC transférés aux LP-apoB ne sont pas éliminés
rapidement/en quantité suffisante. La voie directe, favorisée par une inhibition de la CETP pour-
rait leur étre favorable. Par contre, chez les patients présentant une voie indirecte via apoB effica-
ce (par exemple ceux traités avec une forte dose de statines), I'inhibition de la CETP n’offrirait
aucune protection supplémentaire. Dans notre cohorte, plus de 95% des patients, tous hyperlipi-
démiques sans hypercholestérolémie familiale, sont traités par des statines selon le standard of
care médical (voir Tableau X et les criteres de sélection de I’échantillon section 2 de la Sous-étude
de biomarqueurs de dal-Plaque2). Selon I’hypothése émise par Tanigawa et al. (2007), les critéres
de sélection des patients de I'étude dal-PLAQUE2, et donc de notre sous-étude, n’étaient pas ap-
propriés pour espérer voir un effet bénéfique d’un traitement au dalcetrapib sur la fonction et la
structure des HDL. Pour qu’un CETPi soit favorable au patient, il devrait avoir des effets positifs
sur les particules HDL et LDL en présence d’une thérapie concomitante aux statines, puisqu’il y a
eu, seulement qu’en 2006 au Canada, 23,6 millions de prescriptions de ce traitement (Rosenberg
& Allard, 2005). Tel que discuté plus haut, le dalcetrapib est dépourvu d’effet sur la quantité de
particules LDL (apoB et concentration totale). Il se doit donc d’avoir des effets positifs sur les par-
ticules HDL pour compenser. Or, une hausse modeste de fonction des HDL ainsi qu’une faible
augmentation de leur concentration sont obtenues et peuvent étre facilement contrecarrées par
d’autres effets négatifs du dalcetrapib, tel que la modification d’autres apolipoprotéines conte-

nues dans les HDL (Ray et al, 2014).
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Les inhibiteurs de CETP semblent influencer la distribution d’apoE dans la fraction HDL. Des essais
d’efflux sur des macrophages THP-1 ont démontré qu’avec un traitement au torcetrapib 60 mg,
I'inhibition de la CETP était de 35% et la hausse d’apoE demeurait modeste (1,1x) tandis qu’avec
une dose de 120 mg l'inhibition de I'activité de CETP atteignait 53% et était associée a une hausse
de I'apoE de 1,7x (Yvan-Charvet et al, 2007). Chez les patients traités au dalcetrapib de la cohorte
Dal-ACUTE (Ray et al, 2014), le groupe PCB a vu sa concentration sérique d’apoE diminuer apres
leur syndrome coronarien aigu, contrairement au groupe DAL chez qui la concentration sérique
d’apoE est demeurée stable dans le temps. L'apoE, retrouvée sur les grosses HDL formées suite a
I’exposition au dalcetrapib, favoriserait plutot I’efflux via ABCG1 (Rosenson et al, 2011). L’ABCG1,
transporteur exprimé par les macrophages dont J774, promeut I'efflux vers les HDL matures (San-
tos-Gallego, 2008). Chez les macrophages humains, une augmentation du cholestérol cellulaire
régule a la hausse I'expression d’ABCG1 (Klucken et al, 2000; Cavelier et al, 2006). Lors des essais
d’efflux, I'étape de gorgement en cholestérol des cellules J774 pourrait favoriser I'expression
d’ABCG1, d’ou les corrélations positives d’efflux basal et stimulé avec les grosses et moyennes
HDL-P. Aussi, I'apoE peut lier le LDLr et favoriser la clairance des HDL du plasma. Ainsi, les HDL

sont éliminées précocement et ne participent plus au TIC (Talayero et al, 2014).

De plus, I'obésité, soit un indice de masse corporelle (IMC) égal ou supérieur a 30 (Santé Canada,
2012), est associé a des HDL contenant plus d’apoE et d’apoC-lll, toutes deux associées a la mala-
die cardiovasculaire (Talayero et al, 2014). Plus précisément, I'apoE est associée a la maladie co-
ronarienne et I'apoC-lll pourrait prédire une augmentation du risque cardiovasculaire et, a de
grandes concentrations, inhiber le remodelage normal des HDL (Gaudet et al, 2015; Talayero et al,
2014; Soran et al, 2012). L'apoC-lIl provoque une réponse inflammatoire et proathérogéne chez
les cellules impliquées dans le développement de I'athérosclérose (Jensen et al, 2012). Dans le
groupe DAL, I'IMC moyen est de 29,4 et dans le groupe PCB de 30,4 (voir Table VIIl). Comme
beaucoup de sujets de notre cohorte sont obeses, les particules HDL contiennent probablement,
au baseline, plus d’apoE que la normale, donc la voie d’efflux vers les sérums de ces patients qui

serait plut6t favorisée serait ABCG1.

5.5 Aspects pharmacogénomiques de la thérapie avec le dalcetrapib
Cette idée que les CETPi seraient bénéfiques a certains patients et non a d’autres a été poursuivie
par Tardif et al. (2015). Malgré I'augmentation d’environ 30% du HDL-C suite a un traitement au
dalcetrapib, les études dal-OUTCOMES et dal-PLAQUE2 ont été stoppées pour leur futilité. L’étude

pharmacogénomique réalisée par Tardif et al. (2015) a permis d’établir que le génotype AA (alléle
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mineur) du polymorphisme rs1967309 sur le gene ADCY9 conférait a ses porteurs une réduction
de 39% des événements cardiovasculaires apparus dans le groupe DAL vs PCB et que les patients
présentant le génotype GG (allele majeur) présentaient une augmentation de 27% des événe-
ments dans le groupe DAL vs PCB (voir Figure 16). Précédemment, il a été démontré que certains
polymorphismes au niveau du gene ADCY9 affectaient la réponse individuelle au traitement inha-
|é chez les patients asthmatiques (Kim et al, 2011) et plus récemment que des variants génétiques

de ce locus sont reliés a I'lMC et aux classes d’obésité (Berndt et al, 2013).

Le gene ADCY9 code pour I'enzyme adénylate cyclase de type 9, exprimée dans de nombreux
tissus et catalysant la formation d’AMPc a partir d’ATP (GeneCards, 2015). Il est connu que I’AMPc
augmente I'expression d’ABCA1 chez les macrophages (Oram et al, 2000) et aussi chez les fibro-
blastes de peau humains (Haidar et al, 2002). Si I'expression du transporteur ABCA1 est augmen-
tée chez les porteurs du génotype AA, il y aurait plus d’efflux de cholestérol vers les préB-HDL par
les macrophages et donc une réduction de I'accumulation de cholestérol dans les parois artériel-
les, ce qui diminuerait le risque cardiovasculaire. Ceci suppose que le génotype AA augmente

I’expression d’ADCY9 et par le fait méme, la production d’AMPc dans certains types cellulaires.

En ce qui concerne la cIMT dans la cohorte dal-PLAQUE2, Tardif et al. (2015) ont démontré qu’au
niveau du polymorphisme rs2238448, les patients homozygotes pour I'allele mineur traités au
dalcetrapib présentaient une protection contre les événements cardiovasculaires et une régres-
sion de la valeur de cIMT, contrairement aux patients homozygotes pour I'allele majeur. Cepen-
dant, des questions demeurent concernant le réle du polymorphisme d’ADCY9. Contrairement a
ce qui serait attendu, les patients homozygotes pour I'allele dominant (GG) du polymorphisme
rs1967309 de cette étude de pharmacogénomique présentent, au niveau plasmatique, la plus
faible augmentation de cholestérol total et les plus grandes diminutions des valeurs de LDL-C et
TG, toutes mesurées apres 1 mois de traitement au dalcetrapib et comparativement aux autres
génotypes (GA et AA). De plus, ces patients au génotype GG ont subi les plus grandes pertes de
poids et diminution de leur IMC par rapport aux autres génotypes de la cohorte, dans le groupe
DAL, toujours aprés 1 mois de traitement. Ces résultats sont surprenants, car ils sont a I'inverse de
ce qui serait attendu quand on considere que le génotype qui semble “protéger” des événements
cardiovasculaires est AA. Par contre, considérant les patients chez qui une condition chronique
(telle la maladie cardiovasculaire) est bien établie, ceux avec un IMC de 25 a 40 kg/m” présente-
raient de meilleurs pronostics face a leur condition que les patients avec IMC <18,5 kg/m”. Plu-

sieurs facteurs pourraient expliquer ce paradoxe de I'obésité : 1) chez les insuffisants cardiaques,
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les patients obeses présentent moins d’inflammation que les patients minces car le tissu adipeux,
qui produit plus de récepteurs a cytokines, neutraliserait I'effet de molécules proinflammatoires
sur le myocarde; 2) le phénotype des patients obéses les placeraient en premier plan pour rece-
voir et chercher de I'aide, ils bénéficieraient de plus de prévention que les patients minces et
changeraient le cours de leur maladie; 3) ’hémodynamie des obéses hypertendus est particulie-
re : augmentation du débit cardiaque, augmentation du volume sanguin et diminution de la résis-
tance vasculaire systémique qui résulterait en un meilleur pronostic au niveau de I’hypertension
vasculaire; 4) les idées sont conflictuelles concernant le fait que I'obésité est synonyme
d’augmentation des risques vasculaires mis a part les dérangements métaboliques et finalement
5) 'IMC ne serait pas le meilleur outil pour évaluer les risques de santé associés a I'obésité : le
ratio taille-hanche ou la mesure du gras viscéral seraient plus appropriés (Uretsky et al, 2007). De
plus, une perte de poids significative est associée a une mortalité augmentée, tandis que le gain

de poids n’est pas un élément de prédiction de la mortalité (Doehne, 2014).
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Figure 16: Incidence cumulative des événements cardiovasculaires pour les groupes dalcetrapib et
placebo séparément et stratifiés par les trois génotypes du SNP rs1967309 dans le gene ADCY9
(tirée de Tardif et al, 2015).

En concluant, comme l'efflux par HepG2 dépend de SR-B1, la hausse relative de 9,2% aprés 1 an
de traitement serait due a 'augmentation de la taille des particules HDL suite au traitement au
dalcetrapib. En ce qui concerne les modeles J774 et BHK-ABCA1, I'état actuel de nos connaissan-

ces implique une nouvelle variable, soit le polymorphisme au niveau du gene ADCY9, codant pour
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une enzyme qui pourrait modifier I'expression d’ABCA1. La faible tendance d’augmentation
d’efflux ABCAl-dépendant pour ces deux types cellulaires pourrait mieux se définir en considé-
rant cette variable. Comme les différents génotypes n’ont pas été considérés dans notre étude,
on ne peut conclure que le dalcetrapib n’a pas d’effet sur I'efflux vers I'apoA-I des prép-HDL. |
serait important de stratifier les valeurs de CEC pour les différents génotypes et aussi d’utiliser
une méthode déterminant le profil lipidique en incluant la mesure des prép-HDL afin de mieux

quantifier I'efflux ABCA1-dépendant, |'étape cruciale du TIC.
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