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Résumé

Une étude pharmacogénomique a récemment démontré que des variants pour le géne ADCY9
étaient déterminants de la réponse clinique d’un inhibiteur de la protéine de transfert des esters
de cholestérol (CETP) chez des patients souffrant d’athérosclérose. Ces variants contrdlant la
réponse au dalcetrapib ne démontraient aucune différence avec un traitement placebo,
suggérant une interaction pharmacogénomique entre le géne ADCY9 et l’activit¢ CETP.
L’étude a révélé que le dalcetrapib était également associé avec des modifications de la masse
corporelle. Nous avons alors recherch¢ le rdéle d’Adcy9 dans le développement de
I’athérosclérose et le métabolisme lipidique, en interaction avec la CETP, chez la souris. Les
souris inactivées pour Adcy9 présentaient une diminution de 65% des Iésions
athérosclérotiques en comparaison des WT. L’athéroprotection en réponse a 1’inactivation
d’Adcy9 était associée a une protection de la fonction endothéliale et une réduction de
I’accumulation de cellules spumeuses au sein de la plaque. Au cours de la dicte athérogene, les
souris inactivées pour Adcy9 présentaient une augmentation de leur poids et du volume de tissu
adipeux corporel. Ces résultats étaient également associés a une modification du systéme
nerveux autonome et une augmentation de 1’indice de consommation chez les animaux
Adcy9°YSt. Lorsqu’étudiée chez des souris transgéniques pour CETP, I’inactivation d’Adcy9
n’avait pas d’effet significatif sur le développement de I’athérosclérose. Nous avons ainsi
conclu que le développement de I’athérosclérose et le controle du métabolisme lipidique
¢taient sous le controle de I’expression d’Adcy9, mais seulement en absence de la CETP. Ces
résultats confirment I’interaction entre le géne ADCY9 et la CETP et 'importance de la

relation entre activité CETP et la fonction d’ADCY9 dans le traitement contre 1’athérosclérose.

Mots-clés : Athérosclérose, Adénylate cyclase, Adcy9, AC9, CETP, souris

il



Abstract

A pharmacogenomic study recently showed that polymorphisms in the ADCY9 gene determine
the clinical response to the cholesterol ester transfer protein (CETP) inhibitor dalcetrapib in
patients suffering from atherosclerosis. Theses variants controlling dalcetrapib response had no
effect in patients treated on placebo, suggesting interaction between ADCY9 and CETP
activity. The study revealed that dalcetrapib was associated with change in body weight. We
then investigated the role of Adcy9 in atherosclerosis development and in lipid metabolism in
interaction with CETP. Mice inactivated for Adcy9 showed a 65% reduction in the
development of atherosclerosis lesions compared to WT. Atheroprotection in Adcy9-
inactivated mice was associated with a protection of endothelial function and a reduced
accumulation of foam cells in the atherosclerotic lesion of the vascular wall. Metabolic study
during atherosclerosis demonstrated that Adcy9 controls body weight and fat metabolism.
These results were associated with an increase in feed efficiency when Adcy9 was inactivated
and a modulation of the SNA activity. In transgenic mice expressing CETP, the
atheroprotection resulting from Adcy9 inactivation was lost. Atherosclerosis development and
body weight variation were the same between mice groups. We concluded that Adcy9
inactivation protects against atherosclerosis, but only in the absence of CETP activity. These
results in mice support our pharmacogenomic discovery in patients and emphasize the
interaction between of CETP activity and ADCY9 function in the treatment of patients

suffering from atherosclerosis.

Keywords : Atherosclerosis, adenylyl cyclase, Adcy9, AC9, CETP, mice
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Introduction

1. L’athérosclérose

1.1. Contexte

L’athérosclérose est la premicre cause de déces dans les pays industrialis€s, par son
role dans le développement de la maladie coronarienne [1]. On estime, aux Etats-Unis
seulement, que 16 millions d’individus sont atteints de maladies cardiovasculaires associées a
I’athérosclérose [2]. L’athérosclérose se caractérise par ’accumulation de plaques, de Iésions
athérosclérotiques, dans les principales artéres du corps, telles que l'aorte, les arteres
coronaires, rénales ou encore cérébrales, mais peut également se retrouver dans 1’ensemble de

I’organisme [1, 3].

La formation de ces plaques a pour résultat le rétrécissement des vaisseaux
responsables d’acheminer le sang, réduisant ainsi le flux sanguin aux organes. Ce
rétrécissement entraine a sa suite de lourdes conséquences telles que les accidents vasculaires
cérébraux (AVC), la thrombose et la rupture vasculaire, les anévrismes ou méme la mort [1, 3,

41.

L’athérosclérose se développe de fagon progressive. L’origine et la régulation de son
développement demeurent encore non résolues. Cependant, les facteurs de risques associés
sont, quant a eux, bien connus et se référent bien souvent a ’indice de Framingham, un
algorithme permettant d’estimer le risque cardiovasculaire d’un individu, projeté sur les 10
prochaines années [1]. Cet indice comprend des facteurs invariables, soit 1’age, le sexe,
I’ethnie, la génétique, mais également des facteurs associés au mode de vie, donc modifiables,
comme le tabagisme, la sédentarité, I’obésité, 1’hypercholestérolémie, I’hypertension et le

diabete [1]. L’athérosclérose est considérée comme un symptdme systémique multifactoriel

[1].



1.2. Développement de I’athérosclérose

1.2.1. Dysfonction endothéliale

L’artére est composée de trois tuniques: 1’adventice, la média et ’intima (Figure 1).
L’adventice est formée principalement de fibres de collagéne et contient les terminaisons
nerveuses [5]. On y retrouve également les canaux lymphatiques [6, 7] ainsi que des
fibroblastes et des cellules de I’'immunité [8]. Dans I’adventice, I’on retrouve également le
vasa vasorum, un réseau de vaisseaux sanguins chargés de ’apport sanguin a la paroi des gros
plus vaisseaux, tel que 1’aorte [9, 10]. Elle est délimitée par une membrane élastique externe,
marquant le début de la média [5, 8]. Cette derniére est d’une part composée d’une ou de
plusieurs membranes élastiques internes et de ’autre d’une couche de cellules musculaires
lisses vasculaires [11]. Enfin, c¢’est dans I’intima que 1’on retrouve I’endothélium vasculaire,

soit la premiére couche cellulaire dans la lumiére du vaisseau (Figure 1) [11].

L’endothélium vasculaire est un organe paracrine, endocrine et autocrine qui possede
des fonctions régulatrices de la circulation [12, 13]. Une des fonctions de 1’endothélium est de
s’opposer a la thrombose et a la prolifération des cellules musculaires lisses [12]. De plus,
I’endothélium régule le flux sanguin en réponse au cisaillement de ce dernier [14]. 11 est
¢galement responsable de la régulation et du maintien du tonus vasculaire, soit de la
vasodilatation et de la vasoconstriction, des mécanismes permettant la régulation de la
pression artérielle et qui sont hautement dépendants de la libération de médiateurs

biochimiques [12, 15].

La production et la libération d’oxyde nitrique (NO) sont dépendantes de 1’activation
de voies cellulaires associées au calcium [16]. Certains médiateurs activent I’ouverture des
canaux calciques, afin de permettre une augmentation des niveaux de calcium intracellulaire et
¢galement de sorte a relacher le calcium présent dans le réticulum sarcoplasmique servant de
réservoir [16]. Les ions calcium ainsi relachés peuvent alors activer la voie de la calmoduline
(CaM) et permettre I’activation de la NO synthase endothéliale (eNOS), I’enzyme responsable
de la production du NO [16]. Cette derniére est alors responsable du maintien d’un équilibre

quant a la libération de facteurs biochimiques de vasoconstriction, tels que 1’endotheline-1
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((ET)-1), le thromboxane A (TXA;) et ’angiotensine II [12]. Le NO inhibe la libération de

ces agents vasoconstricteurs [16].

Le NO produit par les cellules agit a titre de second messager a I’intérieur de celles-ci
[17]. Par sa diffusion, une vasodilatation vasculaire est rendue possible. Plus spécifiquement,
le NO produit au niveau des cellules endothéliales est diffusé dans les cellules des muscles
lisses [17]. Le NO se lie alors a une guanylate cyclase, entrainant un changement de
conformation, permettant 1’activation d’un domaine catalytique sur cette derniére. Cette
activation entralne une augmentation des niveaux de GMP cyclique (GMPc) [17].
Conséquemment, les GMPc phosphorylent successivement les PKG, qui sont des protéines
kinases de type G dépendantes des GMPc [17, 18]. La cascade signalétique aboutit a la
phosphorylation des filaments de myosines, entralnant une relaxation musculaire, une

vasodilatation [17].

L’activité de la eNOS est ¢également influencée par la voie signalétique
(phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/AKT [19]. Cette voie signalétique est impliquée dans de
nombreuses branches de 1’activité signalétique, tant au niveau de la réplication cellulaire, de la
différenciation, de méme que la croissance cellulaire [20]. L’activation de la voie PI3K/AKT
permet le déclenchement d’une cascade signalétique [19]. L’activation de PI3K, notamment
par des facteurs de croissance ou encore des hormones [21], permet de phosphoryler les AKT,
qui sont également connues sous le nom de protéine kinase B (PKB) [22]. Les AKT sont des
sérine-thréonine kinase [22]. Les AKT activés phospshorylent alors a leur tour une sérine
(Ser1177) de la NO synthase, permettant son activation, et donc I’augmentation de la synthése

de NO [20].

L’angiotensine II est de nature oxydante et posséde une action stimulatrice sur la
production de (ET)-1 [23]. L’endotheline-1 est un peptide associ¢ a la promotion de la
prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires, celles-ci jouant un role prépondérant
dans la formation de plaques athérosclérotiques et donc dans le développement de
I’athérosclérose [23]. La présence de NO est nécessaire a la préservation du bon
fonctionnement de la régulation des fonctions endothéliales. Le NO a une action antioxydante

et est également capable d’inhiber la prolifération et la migration des cellules musculaires
3



lisses, ’agrégation plaquettaire par I’intermédiaire de la prostacycline, une prostaglandine, de

meéme que I’inflammation [23].

Ainsi, le développement de I’athérosclérose s’initie par la dysfonction progressive de
I’endothélium vasculaire. Cette dysfonction résulte de ’action de plusieurs mécanismes, mais
plus particulierement d'une augmentation du stress oxydatif et de la diminution de la synthese
du NO [13, 24]. En présence d’une inflammation conséquente de 1'un ou de plusieurs des
facteurs de risques mentionnés précédemment, des dérivés réactifs de I'oxygene (DOS) se
forment, réagissant a la présence de NO. Cette réaction entraine la dysfonction de la eNOS, la
protéine responsable de la production du NO, de méme qu’une diminution d’activité de celle-

ci, affectant de facon directe la biodisponibilité de I’oxyde nitrique [15, 25].

Le NO, est synthétis¢ a partir ’acide aminé L-arginine, un substrat nécessaire a
I’activité de la eNOS. Cette dernicre catalyse une réaction biochimique, oxydant la L-arginine
en L-citrulline et produisant de 1’oxyde nitrique dans le processus [24]. Cette réaction
catalytique est rendue possible par le couplage de la eNOS a un cofacteur essentiel, la
tetrahydrobiopterin (BH4). En absence de BH4, les électrons nécessaires a 1’oxydation de la L-
arginine sont transportés vers des molécules d’oxygene, générant des DOS [15]. Ces réactifs
d’oxygene vont a leur tour réagir avec le NO, produisant du peroxynitrite, un ion hautement
oxydatif. L’action combinée des DOS et du peroxynitrite entraine en cascade la dégradation
du BH4, provoquant davantage de découplage de eNOS puis, une diminution de la synthése de
NO par une augmentation de production de molécules oxydatives, qui entralnent a leur tour
une augmentation du stress oxydatif [15]. Au cours du développement de 1’athérosclérose, une
diminution des niveaux de BHy était notable, [15]. En plus de I’effet sur le BHa, d’autres
mécanismes biochimiques sont également responsables de I’inactivation du NO, notamment
une diminution dans la disponibilité du substrat L-arginine [16]. Cette diminution peut résulter
d’une déficience du transporteur cellulaire ou encore d’une dégradation trop rapide de I’acide
aminé [16]. Une augmentation des concentrations endogenes d’inhibiteurs, comme I’ADMA
(pour asymmetric dimethylarginine) qui est un sous-produit de la méthylation des protéines
dans le cytoplasme des cellules, peuvent également entrainer 1’inactivation du NO [26]. Enfin,

une diminution de I’expression de la protéine eNOS [27], sa dimérisation [27, 28] ou encore
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une diminution de son activité¢ [27, 29] sont également liées a I’inactivation de la NO. La
biochimie d’eNOS est ainsi un ¢lément central dans la dysfonction endothéliale progressive

qui est associée au développement de I’athérosclérose [15].
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Figure 1. Histologie de 1'aorte. Adapté de [30].
1.2.2. Réponse inflammatoire

Des facteurs environnementaux ou génétiques peuvent provoquer une
hypercholestérolémie qui sera responsable d’une dysfonction endothéliale [31]. Avec la
progression de la dysfonction endothéliale apparait Dinfiltration de petites particules
lipoprotéiques de faible densité (LDL pour Low density lipoproteins), qui vont s’accumuler
dans la média [32]. Cette accumulation est I’élément déclencheur a la réponse inflammatoire
de la paroi artérielle [4]. Les LDL présents dans l'intima vont subir des modifications
oxydatives et enzymatiques, les transformant en LDL oxydés (oxLDL) [32]. La présence de
ces oxLDL dans I’intima entraine 1’activation de ’endothélium et la sécrétion de cytokines et
de chimiokines telles que I’interleukine-1 (IL-1) et MCP-1 (monocyte chimoattractant protein
1). Ces molécules entrainant a leur tour le recrutement leucocytaire [32, 33]. Avec I’activation
de I’endothélium s’ensuit également une augmentation d’expression et d’activation des
différentes molécules d’adhésion pour le recrutement des monocytes, présentes a la surface

des cellules endothéliales (CE) [32].



De nombreuses molécules d’adhésion ont ¢été répertoriées et associées a
’athérosclérose, de méme qu’a nombre de maladies inflammatoires. Dans la phase encore
précoce de 1’athérosclérose, les premiéres molécules a étre dénombrées sont les molécules
d’adhésion vasculaire de type 1 (VCAM-1), également connues sous I’appellation de CD106
[32]. Celles-ci font partie d’une premicre grande catégorie de molécules d’adhésion, qui se
retrouvent dans la superfamille des immunoglobulines [32]. Les VCAM-1 se retrouvent
principalement sur les cellules endothéliales [32], mais également a la surface de quelques
sous-populations de leucocytes tels que les monocytes et les lymphocytes de type T [32].
ICAM-1 est une molécule d’adhésion intercellulaire de type 1 également répertori¢e. Tout
comme VCAM-1, les ICAM-1 sont des immunoglobulines, mais possédent une répartition
plus large dans les cellules circulantes, bien qu’on les retrouve a un plus faible niveau
d’expression sur les CEs [32]. Elles peuvent également se coupler a un plus grand nombre de

types de leucocytes [32].

Enfin, il existe également une autre famille de molécules d’adhésion connue pour étre
associée au développement de I’athérosclérose et au recrutement leucocytaire [32]. Ces
molécules sont regroupées sous 1’appellation de sélectines. La E-sélectine est exprimée a la
surface des CEs et est responsables du recrutement des granulocytes, des leucocytes possédant
des granules a Dintérieur de leur cytoplasme et qui sont caractérisés par un noyau dit
polynucléaire, tels que les neutrophiles [34, 35]. Les E-sélectines ne sont cependant pas
associées avec le développement précoce de I’athérosclérose, mais plutot avec le début de la
formation de la Iésion athérosclérotique, qui se produit a un stade plus avancé du
développement [32]. Les P-sélectines, quant a elles, seraient associées au contraire avec le
développement précoce de I’athérosclérose, dii a leur expression sur les CEs, en plus de se
retrouver sur les plaquettes [32, 36]. Enfin, cette famille de glycoprotéines comprend
¢galement les L-sélectines, ces dernieres se retrouvant a la surface des leucocytes [36]. Les L-
sélectines auraient un role prépondérant dans le recrutement leucocytaire au cours d’une
réponse inflammatoire. Cependant, une récente étude a démontré qu’elles auraient plutét un
role protecteur dans le développement précoce de I’athérosclérose. En effet, contrairement aux

E-sélectines et aux P-sélectines, dont I’inactivation avait un effet anti-athérosclérotique,
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I’inactivation des L-sélectine dans un modéle murin a permis d’observer une augmentation du
développement des 1ésions athérosclérotiques [36, 37]. Elles auraient donc des propriétés anti-

athérogenes.

Les sélectines pro-athérosclérotiques (E-sélectine et P-sélectine) ont davantage
d’influence sur le mouvement saltatoire des leucocytes et le roulement sur I’endothélium [32],
et ce, aux différents stades de développement de 1’athérosclérose. Les VCAM-1 et les ICAM-1
sont plutot responsables, de leur coté, de la liaison des leucocytes aux CEs au cours du
mouvement saltatoire, de méme qu’a leur immobilisation afin de permettre la diapédese, un
mécanisme de migration cellulaire nécessaire a I’infiltration des leucocytes, en réponse a

I’inflammation [32]. Ce mécanisme sera abordé dans une section ultérieure.
1.2.3. Recrutement des leucocytes

Le recrutement leucocytaire et donc [linfiltration de ces cellules dans la paroi
vasculaire de 1’aorte est rendu possible, comme mentionné précédemment, par la diapédese.
En réponse a lactivation de I’endothélium au cours de la réponse inflammatoire, les
leucocytes circulants vont se lier aux molécules VCAM-1, ICAM-1 et les sélectines,
entrainant leur capture, a ’endothélium activé, leur roulement sur celui-ci et leur adhésion.
Cette adhésion fait par la suite place a une insertion dans le lumen de la paroi vasculaire, pour
finalement y migrer enticrement [38-40]. L’infiltration leucocytaire est initiée par le
recrutement et I’infiltration des monocytes circulants, qui sont les premiers a répondre a la
sécrétion de MCP-1 par les CEs et qui constituent la majorité des leucocytes contribuant au
développement et a la progression de la plaque [32, 38]. Leur recrutement est dii en grande
majorité a I’expression de 1’intégrine au4P1 exprimée a leur surface et spécifique de VCAM-1

[41].

Les neutrophiles jouent également un rdéle dans le développement des Iésions
athérosclérotiques, et ce, a plusieurs stades. Au stade initial du développement de
I’athérosclérose, les neutrophiles s’infiltrent dans I’intima suite a la sécrétion d’un stimulus

par les cellules musculaires lisses, I’interleukine de type 8 (IL-8) [42]. De plus, la présence de
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protéases spécifiques aux neutrophiles, tels que la cathepsin G ou encore [’¢lastase,
contribuerait a une augmentation du recrutement et de I’adhésion des neutrophiles aux CEs,
pour stimuler leur infiltration [42]. Ces granulocytes sont caractérisés par leur réaction
immunitaire rapide, en réponse a la présence d’un agent pathogéne. Ils phagocytent ces
derniers et ont également la capacité de relacher des molécules cytotoxiques [42]. Les
neutrophiles possédent également une capacité de communication intercellulaire avec d’autres
types de leucocytes. Enfin, plus récemment, il a ét¢ découvert que les neutrophiles étaient
capables de NETose, un mécanisme de mort cellulaire bien distinct de I’apoptose, par
exemple. Cette NETose est rendue possible par le relachement de NETs (neutrophil
extracellular traps) lors de la dégradation de leur membrane cellulaire [42]. Ces NETs sont
alors capables d’attraper les pathogeénes présents dans un réseau de chromatine et d’entrainer
la mort de ces derniers par le relachement de protéases et d’agents antimicrobiens. Or, au
cours du développement de [I’athérosclérose, et donc en présence d’une inflammation
chronique, on assiste a une dysfonction de la régulation de ces mécanismes normalement
spécifiques aux agents pathogenes [42]. Cette dysfonction entraine ainsi le relachement de ces
agents cytotoxiques, de méme que des DOS contribuant a I’aggravation du stress oxydatif,
conduisant la dégradation et la détérioration graduelle de la paroi vasculaire, notamment par
les protéases de NETs, et contribuant ainsi au développement des 1ésions athérosclérotiques

[42, 43].

En parallele avec la migration des monocytes, les lymphocytes de type T sont parmi
les premieres cellules de I'immunité a étre également recrutées dans I’intima de la paroi
vasculaire. Les lymphocytes T dit auxiliaires sont ’'une des sous-populations retrouvées
majoritairement dans la plaque athérosclérotique, mais plus particuliecrement encore les T
auxiliaires CD4" [44]. Ces derniers se différencieront en T auxiliaire de type 1 ou 2 (Thl ou
Th2) [44]. Des lymphocytes T auxiliaires porteurs de la protéine CD8 (T auxiliaire CD8") sont
¢galement présents dans les lésions athérosclérotiques chez ’homme, et en moins grande
abondance chez la souris [44]. L’implication des Thl dans le développement de
I’athérosclérose est bien connue, tout d’abord par sa capacité a produire de I’interféron-y (IFN-

Y), une cytokine induisant 1’activation des monocytes [45]. De plus, les Thl produisent
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¢galement différents types d’interleukine (IL-2, IL-18) dont les propriétés pro-athérogéniques

ont été démontrées [44].

Tout comme les Thl, les Th2 ils sécretent également nombre d’interleukines (IL-4, IL-
5, IL-10, IL-13 et IL-33) et possedent la capacité d’activer les lymphocytes de type B afin de
produire des anticorps [44]. Le role dans I’athérosclérose de ces cytokines reste a ¢lucider.
L’étude d’IL-4 est un bon exemple. Il a été démontré dans un modele murin athérosclérotique
qu’une déficience en IL-4 n’entrainait aucun effet quant au développement des Iésions [46],
alors qu’une seconde étude aurait plutdt démontré I’effet contraire, a savoir que I’absence de
IL-4 entrainerait la diminution du développement des 1ésions [47]. Une seconde cytokine, IL-5
est induite par la sécrétion de I’'IL-33. La présence d’IL-5 permet I’activation de la production
d’immunoglobulines de type M (IgM), notamment des IgM spécifiques contre les oxLDL.
L’absence de ces IgM dans un modéle murin a démontré une accélération du développement
de l’athérosclérose [48]. Leur rdle athéroprotecteur est bien établi chez la souris [44]. Par
contre, la présence de haut niveau d’IL-5 plasmatiques a également été démontrée pour
augmenter les risques de récidive d’événements cardiovasculaires, notamment par leur
association avec des individus souffrant précédemment d’une pathologie cardiaque. L’effet de
Th2 dans le développement dans le développement des Iésions athérosclérotiques reste a

déterminer [44, 49].

Une autre classe de lymphocyte T auxiliaire a également été répertoriée au sein des
lésions athérosclérotiques. Les lymphocytes Th17, contrairement aux Thl et Th2, sont dérivés
des lymphocytes T régulateurs et sont associés aux maladies auto-immunes inflammatoires,
comme les rhumatismes ou encore la sclérose en plaque [44]. Leur réle dans les maladies
cardiovasculaires, et donc dans le développement de 1’athérosclérose, fait I’objet de recherches
intenses [44]. Les Th17 sécrétent également des interleukines (IL-17, IL-21, IL-22), de méme
que IFN-y. Chez I’homme, Taleb et al. [50] ont démontré que 1’expression d’IL-17 dans les
lésions athérosclérotiques était associée a une diminution de I'infiltration de macrophage, de
méme qu’a une augmentation de la prolifération des cellules musculaires lisses (CML) et de la

chape fibreuse, diminuant ainsi 1’instabilité¢ de la plaque et donc les risques de rupture. Enfin,



la production d’IL-17 par les Th17 serait également associée a une diminution de I’expression
des VCAM-1 et donc a une diminution du recrutement leucocytaire [50]. Ainsi, malgré leur
role délétere dans un contexte de maladie auto-immune, ces résultats suggereraient que les

Th17 seraient athéroprotecteurs.

Enfin, les lymphocytes de type B sont également parmi les cellules immunitaires a
avoir été dénombrées dans les plaques d’athérosclérose chez la souris. Plusieurs types ont été
caractérisés. Parmi ceux-ci, ce sont les lymphocytes B1 et B2 que I’on retrouve davantage au
cours du développement de I’athérosclérose, chacune avec leurs distinctions respectives [44].
Les lymphocytes de type B2 sont bien caractérisés et de nombreuses études ont depuis
démontré leurs effets pro-athérogéniques [44]. En effet, en condition de déplétion de ces
derniéres, alors que les populations de B1 demeurent intactes, on constate une diminution du
développement des Iésions athérosclérotiques [51, 52]. Les lymphocytes de type B1, quant a
eux, sont notamment associés a la production d’anticorps IgM. La reconnaissance des oxLDL
par les IgM (IgM anti-oxLDL), par exemple, est un mécanisme athéroprotecteur [51]. Les
anticorps IgM jouent également un rdle dans D’inhibition de la formation de cellules
spumeuses, qui seront abordées dans une prochaine section, de méme qu’en favorisant la
I’efferocytose des débris cellulaires, diminuant la formation de nécrose [44, 53]. Le
recrutement des lymphocytes B provient de leur extravasation depuis la circulation jusque
dans I’intima, tout comme pour les lymphocytes T. De plus, les lymphocytes B se retrouvent
¢galement au sein de ’adventice de la paroi vasculaire [54]. Leur présence dans cette tunique
n’est pas seulement due a I’'inflammation artérielle, puisqu’elles ont été également dénombrées
chez des animaux en contexte homéostatique [54]. Lors du développement de 1’athérosclérose,
leur nombre se multiplie a ce niveau et davantage a 'intérieur de structures lymphoides
tertiaires qui se forment au niveau de I’adventice [54, 55]. A I’intérieur de ces structures, les
lymphocytes B, de méme que d’autres types leucocytaires, secrétent des cytokines qui ont la
capacité¢ de migrer par-dela la média jusque dans I’intima, contribuant au développement des

plaques athérosclérotiques [54].
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Ainsi, le recrutement leucocytaire est initi¢ dés I’inflammation précoce. Au cours de
cette inflammation, la sécrétion de cytokines va induire I’expression des molécules
d’adhésions et des intégrines déterminantes a la migration des cellules immunitaires. Ces
cellules sont alors recrutées a différents stades du développement de 1’athérosclérose. Les
monocytes sont les cellules cibles de ce recrutement, leur infiltration étant la résultante du
développement des 1ésions athérosclérotiques. Les neutrophiles sont les premieres cellules
inflammatoires a étre recrutées par la suite, suivies de prés par les lymphocytes T auxiliaires
(Th1 et Th2), de méme que les lymphocytes T régulateurs (Th17) et les lymphocytes B. Le
recrutement leucocytaire met ainsi en jeu de nombreux acteurs aux différents stades du

développement de 1’athérosclérose.
1.2.4. Maturation des monocytes

Différentes sous-populations de monocytes ont été répertoriées chez ’humain, toutes
se caractérisant par leur expression du récepteur de lipopolysaccharide (LPS), qui est un co-
récepteur de CD14, et du récepteur Feylll (CD16) [56, 57]. Ces monocytes se sous-divisent en
trois catégories distinctes : les monocytes CD14""CD16", les monocytes CD14""CD16" et les
monocytes CD14"'CD16"" [56, 58]. Ces sous-populations de monocytes sont respectivement
connues sous la forme classique, intermédiaire et non-classique [58]. Les monocytes
classiques forment entre 80 a 90% de la population retrouvée chez 1’humain [59, 60], les
monocytes intermédiaires et non-classiques se subdivisant dans le dernier 10 a 20% [59, 60].
Chacun de ces sous-types des monocytes posséde des propriétés fonctionnelles distinctes [61].
En situation d’inflammation, les monocytes classiques libérent de grandes concentrations
d’IL-6 [62], une cytokine reconnue pour étre sécrétée aux sites d’inflammation dans
I’organisme et pour jouer un role prépondérant dans la phase aiglie d’inflammation [63]. La
séerétion d’IL-6 permet notamment de réguler la migration des neutrophiles aux sites
d’inflammation [62]. IL-6 permet également I’activation des EC et conséquemment une
amplification du processus de recrutement et d’infiltration des cellules immunitaires, dans
I’athérosclérose par exemple [62]. D’autres cytokines et chimiokines ont également été

répertoriées, a de plus faibles concentrations [60, 61]. Les monocytes classiques présentent
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une haute activité phagocytaire due notamment a I’expression génique de CD93, CD64,
CD32, CD36 et CD14 [61]. Ils expriment également de genes reliés a des protéines
antimicrobiennes [61]. L’expression de ces différents génes semble indiquer une implication
cruciale dans les mécanismes de défense immunitaire contre des pathogenes [61]. Les
monocytes non-classiques, quant a eux, sont associés davantage a une activité sentinelle dans
I’organisme. Ce sous-type posséde une capacité d’adhésion endothéliale, contrairement aux
monocytes classiques [61]. En situation inflammatoire, ils sécrétent I’IL-1f et du TNF-a (pour
tumor necrosis factor alpha) [60], deux cytokines pro-inflammatoires. En contrepartie, les
monocytes intermédiaires se trouvent dans un entre-deux entre les monocytes classiques et les
non-classiques, comment leur nom I’indique. Ces monocytes sécrétent a la fois de I’'[L-10, une
cytokine anti-inflammatoire et, dans une moindre mesure, 'IL-1p et du TNF-a [60]. Il a été
néanmoins démontré que le sous-type majoritairement retrouvé dans un contexte de maladie
inflammatoire était les monocytes non-classiques, avec une faible proportion de monocytaires

intermédiaires [60].

La classification des sous-types monocytaires chez la souris est similaire a la
classification humaine, ainsi que leurs propriétés associées [58]. Les marqueurs présents
cependant a la surface des monocytes different. Les sous-types de monocytes chez la souris
sont ainsi respectivement classifiés sous les appellations Ly6C"CD43"*, Ly6C""CD43"" et
Ly6C'CD43"[58].

Chez I’humain, les monocytes se différencient en plusieurs sous-types de
macrophages polarisés: les M1 et les M2 [64, 65]. Ces différents sous-types de macrophages
sont impliqués dans différents rdles physiologiques [64, 65]. Les macrophages M1 sont
caractérisés pour leur production des mémes cytokines pro-inflammatoires IFN-1p et TNF-a
que les monocytes non-classiques, mais également pour leur sécrétion d’IL-6 a des
concentrations similaires aux monocytes classiques [64, 65]. Ce sont les macrophages
principalement impliqués dans la réponse inflammatoire. Les macrophages M2, quant a eux,
produisent des cytokines qui sont davantage associées a une action anti-inflammatoire, comme

IL-10 et TGF-B (pour transforming growth factor béta) [64, 65]. lls sont davantage impliqués
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dans la régulation immunitaire et dans la réduction de la réaction inflammatoire, a savoir la
résolution de celle-ci [64, 65]. Les macrophages possédent une plasticité cellulaire : ils ont la
capacité de passer d’un phénotype M1 a un phénotype M2 dépendamment des conditions

auxquelles ils sont soumis [66, 67].

Cette différenciation serait la conséquence de la présence des oxLDL et de la sécrétion
de nombreux médiateurs inflammatoires dans la plaque, tels que IFN-y (interféron gamma),
TNF-a, TFG-B et IL-10 [41, 68]. Les facteurs M-CSF (macrophage colony-stimulating factor)
et MCP-1 jouent également un role dans la transformation des monocytes en macrophages et
dans I’induction de I’expression de leurs récepteurs éboueurs a leur surface, soit SR-A, CD36
et CD68 [41, 68]. L’expression de ces récepteurs résulte également de la sécrétion de IFN-y et
TNF-a [32, 68]. C'est I’expression de ces récepteurs qui permettent aux macrophages de capter
les oxLDL qui n’auraient pas été reconnus par les récepteurs LDL (rLDL) déja exprimés a leur
surface et qui sont spécifiques aux LDL dits natifs [32]. Cette internalisation des oxLDL par
les macrophages va induire leur transformation en cellules spumeuses, contribuant ainsi a une
accumulation de cholestérol dans I’intima et, subséquemment, au développement de la plaque
[32, 41]. Les cellules spumeuses sont ainsi des macrophages ayant accumulé des lipides,
jusqu’a en étre gorgés. Les lipides ainsi accumulés prennent alors la forme de ce qui est appelé

des gouttelettes lipidiques. Elles doivent leur nom a leur aspect émulsifié.

Ainsi, les macrophages internalisent le cholestérol et se transforment en cellules
spumeuses. IIs acquiérent de nouvelles capacités avec leur accumulation dans I’intima. En
effet, avec leur agrégation dans la paroi vasculaire, des facteurs de proliférations sont sécrétés
(M-CSF et GM-CSF « granulocyte-macrophage colony-stimulating factor ») [32, 69]. Ces
facteurs, de méme que la présence de ’interleukine 3 (IL-3), entrainent la prolifération des
macrophages. Ainsi, ’absorption et la rétention de cholestérol via I’accumulation et la
prolifération de cellules spumeuses conduisent a la formation de stries lipidiques [32, 69]. Ces
stries lipidiques représentent I’initiation de la 1ésion athérosclérotique [32]. En plus de
contribuer a la formation de la plaque athérosclérotique, ces cellules sont également

responsables de la sécrétion de divers facteurs inflammatoires favorisant la progression des
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Iésions [32].

Les cellules spumeuses pourraient également avoir une autre origine que les
macrophages dérivés de la différenciation des monocytes. En effet, tout comme ces derniers,
les CML expriment a leur surface des récepteurs éboueurs qui leur permettent d’interagir avec
les lipoprotéines, et donc avec les oxLDL [70, 71]. L’accumulation lipidique a pour effet
d’induire I’expression de marqueurs associés aux macrophages chez les CML et également de
leur permettre d’acquérir une fonction de phagocytose [70, 71]. Ces cellules subissent donc un
changement de phénotype [71]. Ainsi, les cellules retrouvées au sein des plaques
athérosclérotiques, et dont les monocytes sont ’origine présumée, pourraient plutot étre des
CML transformées en cellules spumeuses [70]. Les CML pourraient donc contribuer de facon

importante au développement de I’athérosclérose [70]. Cette hypotheése demeure a confirmer.
1.2.5. Formation de la plaque et rupture

Au cours de la progression des 1ésions, on assiste également a la migration des CMLs
depuis la média jusque dans l'intima. Le mécanisme impliqué derriére cette migration
demeure encore partiellement incompris. Les cellules musculaires lisses dans la média ont, en
conditions normales, un phénotype contractile [72, 73]. Dans cet état, les cellules quiescentes
sont responsables du maintien du tonus et de la contraction vasculaire [73]. Cependant, en
présence d’une physiopathologie inflammatoire comme 1’athérosclérose, une partie des
cellules de la média perdent leur capacité contractile pour un phénotype « synthétique ». La

capacité contractile des cellules laisse place a une capacité proliférative et migratoire [72, 73].

Dans la média, les CMLs sont liées par I’intermédiaire d’intégrines a des cellules de la
matrice extracellulaire (CMCs), comme la fibronectine, dont le rdéle est de préserver la
structure tissulaire. Les CMLs synthétiques ont la capacité de sécréter différentes
métalloprotéinases matricielles (MMPs), qui entrainent la dégradation de la matrice cellulaire
de par I’action de leurs protéinases [73, 74]. Les protéinases des MMPs (1, 3, 7, 9 et 14) sont
connues pour permettre la dégradation des CMCs, notamment de la limitante élastique interne,

et entrainer la migration des CMLs synthétiques [73, 75]. Les CMLs migrent donc de la média
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vers I’intima, ou elles vont contribuer a I’épaississement de la lésion athérosclérotique en
s’insérant entre les CEs et les stries lipidiques [32]. Cet épaississement de la lésion résulte
¢galement en grande partie de la sécrétion de protéines comme le collagéne et I’¢lastine, qui
contribuent a la formation d’une matrice extracellulaire. Les stries lipidiques se transforment
en lésions athéromateuses plus développées qui présentent une chape fibreuse [32, 76]. En
plus d’étre responsables de la sécrétion de fibre de collagéne et d’¢lastine, les CMLs relachent
¢galement nombre de cytokines comme le TNF-a, et de protéases (MMPs) au sein de la

plaque [32, 39, 76].

Les cellules spumeuses contribuent également a la formation et a la progression de la
plaque, et ce, au stade encore précoce du développement de I’athérosclérose. En effet, il a été
démontré que les stries lipidiques contenaient une grande proportion de cellules spumeuses en
stade dit sénescent, a savoir en arrét de croissance cellulaire [77]. Des cellules sénescentes
sont des cellules ou la division cellulaire n’a plus lieu et ou les processus biologiques sont
diminués [78, 79]. Cette sénescence des cellules spumeuses a pour effet d’entrainer une
surexpression de cytokines inflammatoires telles que TNF-o, IL-lo, mais également de
facteurs chimiotactiques spécifiques des macrophages, comme MCP-1 [77]. L’expression de
ces facteurs entraine ainsi la progression de la maturation des stries lipidiques, de méme qu’un
recrutement accru des monocytes au sein de la plaque, et ce, a tous les stades de

développement de I’athérosclérose [77].

En parallele du processus de formation de la chape fibreuse, on voit également
apparaitre la formation d’un noyau nécrotique. L’apoptose des cellules spumeuses est un
mécanisme pouvant expliquer la formation d’un noyau nécrotiques [76, 80]. Les cellules
spumeuses présentes au sein de 1’intima passent également par ce processus de mort cellulaire.
A P’accumulation de cellules spumeuses s’ajoute donc I’accumulation de déchets cellulaires,
mais également une accumulation du contenu de ces cellules, soit du cholestérol [76, 80].
Lorsqu’il y a mort cellulaire, les débris sont normalement phagocytés, notamment par des
macrophages; un processus qu’on nomme efferocytose [76, 80]. Or, il y a un défaut de ce

processus au cours du développement de I’athérosclérose, notamment en raison de la
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modification de la fonction des macrophages transformés en cellules spumeuses [76, 80]. Aux
stades précoces du développement des 1ésions, les macrophages dits sains, qui sont présents
dans la plaque, parviennent a phagocyter ces déchets. Avec la progression des Iésions
cependant, le ratio de macrophages sains diminue au profit de I’accumulation des cellules
spumeuses et on voit apparaitre le défaut d’efferocytose [80]. Ainsi, I’accumulation des
déchets cellulaires dans la plaque laisse place a la formation d’un noyau nécrotique [32, 76,
80]. Les CMLs synthétiques contribuent également a la formation du noyau nécrotique par

leur apoptose et I’accumulation de leurs déchets.

La formation de ce noyau nécrotique exacerbe 1’inflammation et entraine ’instabilité
de la plaque athérosclérotique. Les protéinases des MMPs, provenant des CMLs synthétiques
de méme que des cellules spumeuses, provoquent la dégradation graduelle de la structure
matricielle de la plaque et donc de la chape fibreuse [39, 80]. Cette derniére, qui protégeait le
cceur lipidique de la lumiére de I’artére, s’amincit jusqu’a sa rupture. La rupture de la plaque
forme alors un thrombus qui peut étre ou ne pas étre obstructif [39, 80]. Les conséquences de

cette rupture peuvent mener a la mort.
1.2.6. Régression de I’athérosclérose

L’inflammation chronique contribue de fagon substantielle a la progression de
pathophysiologie comme 1’athérosclérose. Cette inflammation contribue a [Iinfiltration
continue de monocytes, qui se différencieront en macrophages, puis en cellules spumeuses
[81]. On assiste alors a une inflammation non résolue, qui se perpétue notamment en raison de
la rétention des macrophages au sein de la Iésion et de leur défaut d’efferocytose [82, 83]. Or,
de récentes études ont mis en évidence 1’implication des macrophages dans la régression des
lésions, un processus dit impossible di a Iirréversibilité des plaques. Cette irréversibilité
serait la conséquence de la présence d’un noyau nécrotique, mais également la fibrose et de la
calcification des lésions [84]. En effet, les macrophages posseédent la capacité d’émigrer hors
de la plaque [83]. Cette émigration a ét¢ démontrée dans des modeles de souris de régression
d’athérosclérose, ou une déplétion en macrophage et en cellules spumeuses a été dénombrée

[85, 86]. Une des avenues dans le traitement de I’athérosclérose pourrait donc résider dans
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cette voie de transport cellulaire.

Des études ont également démontré I’'importance du transport du cholestérol, dans la
régression des Iésions athérosclérotiques [87]. L’émigration des macrophages est diminuée au
cours de I’athérosclérose. Or, une augmentation de I’expression des transporteurs de
cholestérol [88, 89] et une augmentation des accepteurs (apolipoprotéine A-I) ont été
précédemment associées a la promotion de la régression des athéromes, a la fois dans des
modeles murins [90] et chez 'homme [91]. Ces augmentations semblent indiquer une
implication considérable de I’efflux de cholestérol, dans la régression de I’athérosclérose [87].
L’efflux de cholestérol et 'implication des donneurs et des accepteurs de cholestérol seront

abordés dans un prochain chapitre.

1.3. Métabolisme du cholestérol

1.3.1. Cholestérol

Les lipides sont un constituant majeur des membranes cellulaires, mais sont également
essentiels au stockage énergétique. Le cholestérol est une molécule lipidique organique de
type stérol, qui peut étre synthétisée par la majorité des eucaryotes [32, 92]. De plus, environ
15% du cholestérol circulant peut également provenir de ’alimentation [78]. La molécule est
¢galement un précurseur a la formation des hormones stéroidiennes, des sels biliaires et de la
vitamine D [78]. Dans I’organisme, le cholestérol est retrouvé sous deux formes: le
cholestérol estérifi¢ ou le cholestérol libre [32]. Le cholestérol libre est celui constituant
principalement les membranes cellulaires. Cependant, en circulation dans le plasma, c’est sous
sa forme estérifiée que le cholestérol est retrouvé principalement. En effet, plus hydrophobe
que le cholestérol libre, le cholestérol estérifié se retrouve au niveau du cceur de particules de

transport, les lipoprotéines [32].
1.3.2. Lipoprotéines

Les lipoprotéines sont responsables du transport des lipides dans 1’organisme. [32, 93].

Les différentes lipoprotéines retrouvées dans le plasma sont classifiées en fonction de leur
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densité, qui se traduit directement par leur composition respective en lipides et par leur taille.
Ainsi, les plus grosses lipoprotéines retrouvées dans le plasma sont également celles avec la
plus faible densité [32, 92]. Les sous-sections suivantes décrivent les différentes classes de

lipoprotéines répertoriées dans 1’organisme (Tableau 1).

Les lipoprotéines sont constituées d’une enveloppe lipidique (phospholipides et
cholestérol libre). Le cceur de ces particules, tel que stipulé dans la section précédente, est
formé d’une part de cholestérols estérifiés, mais également de triglycérides (TG) [32]. Enfin,
sur leur surface, diverses protéines peuvent également se retrouver, dont des apolipoprotéines
[32] (Figure 2). Ce sont ces derni¢res qui sont responsables du transport du cholestérol dans

les lipoprotéines [32, 78].

Triglycérides

Cholestérol

estérifié Apolipoprotéine

Phospholipides

Cholestérol
libre

Figure 2. Composition des lipoprotéines. Adapté de [30]

1.3.2.1.Chylomicrons

Les chylomicrons sont les lipoprotéines avec la plus faible densité retrouvée, celle-ci
¢tant inférieure a 0,95 g/mL. Ils sont sécrétés depuis les intestins et sont essentiellement
composés du cholestérol dérivé de I’alimentation [32, 92]. Ce sont les lipoprotéines les plus

riches en TG. Les chylomicrons se caractérisent par leur expression d’une forme particuliére
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d’apolipoprotéine de type B : I’apolipoprotéine B-48 [32, 94]. Cette derniére permet la
formation et la sécrétion des chylomicrons par I'intestin [95]. Sur sa surface, on retrouve
¢galement trois formes d’apolipoprotéines C [32, 95]. Ces protéines sont impliquées dans
diverses fonctions métaboliques, notamment dans I’activation et I’inhibition de la lipoprotéine
lipase (LPL) [32]. Enfin, I’apoE est également retrouvée a sa surface et joue un role dans la
capture de la lipoprotéine au foie par un récepteur spécifique a ’apoE, LRP1 (pour low density
lipoprotein receptor-related protein 1) [32]. Cette capture est nécessaire a leur dégradation et

pour le recyclage de leurs composants.
1.3.2.2. VLDL

Les VLDL (pour very-low-density lipoprotein) sont une autre classe de lipoprotéines
répertoriée dans la circulation [92]. Ces dernicres sont sécrétées par le foie dans la circulation,
afin de subvenir aux besoins énergétiques. Bien que plus petites que les chylomicrons, les
VLDL possedent cependant une densité presque aussi faible (< 1,006 g/mL) et sont trés riches
en TG [32, 92]. A leur surface, on retrouve également une forme d’apolipoprotéine A
(apolipoprotéine A-V), de méme que 2 formes d’apolipoprotéine C (C-1I et C-III) [32]. De
plus, les VLDL présentent de 1’apoE. Enfin, on retrouve sur ces lipoprotéines une
apolipoprotéine de type B-100 [32]. Contrairement a 1’apolipoprotéine B-48, qui n’a qu’une
fonction structurale, I’apolipoprotéine B-100 permet aux VLDL d’étre reconnues par les
récepteurs LDL et d’ainsi étre recaptées et hydrolysées [32]. Cette hydrolyse permet la
diminution des triglycérides des VLDL, transformant ces dernieres en IDL (pour intermediate-
density lipoprotein) et, subséquemment, en LDL [32]. Cette voie du transport du cholestérol

sera abordée plus en détail dans une section ultérieure.
1.3.2.3.IDL

L’hydrolyse des VLDL permet d’obtenir une lipoprotéine intermédiaire, partiellement
appauvrie en cholestérol et a la surface de laquelle on ne retrouve plus qu’une apolipoprotéine
B-100 de méme que I’apoE [92]. En effet, en plus des chylomicrons et des VLDL, les IDL

sont les principales lipoprotéines a exprimer I’apoE [92]. La densité de ces lipoprotéines est
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estimée entre 1,006 et 1,019 g/mL. C’est dans les IDL que l’on retrouve des niveaux de
cholestérol les plus variables. En effet, les proportions peuvent étre équivalentes a prés de 50%

pour les TG et le cholestérol estérifi¢ (Tableau 1) [92].

1.3.2.4.LDL

Tout comme les IDL, les LDL sont issus de 1’hydrolyse des triglycérides des IDL et
des VLDL. Cette hydrolyse résulte de I’activité de la lipase hépatique (LH), aussi appelée
triglycéride lipase hépatique [92]. Ainsi, I’appauvrissement en triglycérides des IDL entraine
leur transformation en LDL. Ces dernicres possédent également une densité variable, soit entre
1,019 a 1,063 g/mL [32, 92]. Les particules LDL, contrairement aux autres lipoprotéines de
faible densité, sont composées majoritairement de cholestérol estérifi¢ (40 a 50 % contre 5 a
10% de TG) [32]. De plus, avec I’hydrolyse par la LH, elles perdent 1’expression de leur apoE
[92]. L’apolipoprotéine B-100 est ainsi la seule apolipoprotéine retrouvée sur la surface des

LDL [32].

1.3.2.5.HDL

Les HDL se divisent principalement en deux sous-populations : les HDL3 et les HDL2
[96, 97]. Quelle que soit la sous-population a laquelle elles appartiennent, ces HDL ont pour
caractéristique d’étre de petites lipoprotéines sphériques hétérogénes en termes de taille et de
composition [92, 98]. Ce sont les plus petites lipoprotéines répertoriées et celles possédant la
plus grande densité¢ (1,063 a 1,210 g/mL) [92]. Elles sont composées en plus grande
proportion par des CE (15 a 30%), avec un pourcentage en TG similaire a ce qui est également
retrouvé chez les LDL (5 a 10%). Les HDL sont sécrétées par les hépatocytes et les
entérocytes [99]. De plus, certaines HDL sont également formées par le remodelage des
chylomicrons ou encore par I’hydrolyse des lipoprotéines de faible densité¢ [92]. Les
principales apolipoprotéines retrouvées sur les surfaces des HDL sont ’apolipoprotéine A-I et
A-IT [92, 99]. Le role de I’apolipoprotéine A-I consiste en I’activation d’une enzyme, la
lecithin:cholesterol acyltransferase (LCAT), qui est responsable du remodelage des HDL
(prép-HDL) et des apolipoprotéines de type B [92, 99]. De plus, ’apoA-I joue également un

role dans I’interaction cellulaire avec certains transporteurs, comme ABCA1 (ABCA1 pour
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ATP-binding cassette transporter AIl) [99]. Cette interaction sera abordée plus en détail dans

une autre section 1.3.3.1.

Lipoprotéines Densité TG Cholestérol Apolipoprotéines Apolipoprotéines Origine
(g/mL) (%) estérifié principales secondaires
(%)
Chylomicrons <0,95 85 5 ApoB-48, ApoE  ApoC-I, 11, et II1. Intestins
VLDL < 1,006 55 15 ApoB-100, ApoE ApoC-II, et 111 Foie
ApoA-V
IDL [1,006-1,019[ 25 30 ApoB-100, ApoE - VLDL
LDL [1,019-1,063] 5-10 40-50 ApoB-100 - IDL
HDL [1,063-1,210] 5-10 15-30 ApoA-I, ApoA-I1 ApoA-1V, V Foie,
ApoC-1, 11, et I1I intestins
ApoE

Tableau 1: Lipoprotéines plasmatiques. Adapté de [32, 92].

1.3.3. Transport inverse du cholestérol (TIC)

L’accumulation du cholestérol entraine une lipotoxicité et augmente les risques de
maladies cardiovasculaires [92]. Ainsi, I’¢limination du cholestérol circulant dans I’organisme
est impérative. Or, ’organisme est incapable de le dégrader : il ne peut étre que modifi¢ ou
transporté¢ hors de celui-ci, notamment par les HDL [92, 99]. Le transport inverse du
cholestérol (TIC) est un des principaux mécanismes utilisés par I’organisme pour ce faire [99].
La circulation entéro-hépatique, ou on assiste a la transformation du cholestérol en sels
biliaires, et le transport du cholestérol par le foie sont également des voies métaboliques par
lesquelles le cholestérol est excrété. Ces mécanismes seront également abordés dans ce
chapitre. Le TIC s’effectue en trois étapes distinctes: I’efflux de cholestérol par les
macrophages, I’estérification et le transfert du cholestérol entre les lipoprotéines et finalement

I’internalisation des HDL au foie [92, 100].

1.3.3.1.L efflux de cholestérol

L’augmentation des LDL dans le plasma, et donc du cholestérol, entraine leur

accumulation dans la paroi vasculaire [92, 99]. Cette accumulation, comme mentionnée
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précédemment, peut mener au développement de I’athérosclérose. Dans un premier temps, ce
sont les HDL dans le plasma qui permettent le transport de ce cholestérol hors de 1’organisme,

empéchant ainsi son accumulation [92, 99].

L’efflux de cholestérol constitue la premicre étape essentielle du TIC. Dans
I’organisme, I’efflux de cholestérol s’effectue notamment au moyen d’un mécanisme passif :
la diffusion aqueuse [101-103]. Cet efflux de cholestérol passif fait partie intégrante du TIC.
La diffusion aqueuse s’effectue sans interaction entre un récepteur d’une cellule donneuse de
cholestérol et son accepteur [101]. Le processus débute par la dissociation spontanée du
cholestérol présent a la surface membranaire, un processus qu’on appelle la désorption [102,
103]. Les molécules de cholestérol vont alors passer par diffusion dans I’espace aqueux
présent entre la surface cellulaire et I’accepteur de cholestérol. Le cholestérol est par la suite
incorporé dans ce dernier a son contact [101, 102]. Le mécanisme dépend dans son intégrité
du gradient de concentration en cholestérol entre les cellules périphériques donneuses et le
milieu extracellulaire associé ou la diffusion est observée [101]. Ainsi, le taux d’efflux obtenu
par ce mécanisme n’est pas dépendant dans la concentration cellulaire en cholestérol du
donneur, mais bien de I’accepteur. En effet, le transfert en cholestérol entre une cellule et une
lipoprotéine acceptrice dépend de la composition de cette derni¢re, mais également de sa taille
[101, 102]. Cette voie passive contribue de facon importante a I’efflux de cholestérol des

macrophages dans le processus du TIC [102, 103].

L’efflux de cholestérol est également rendu possible par un processus actif mettant a
contribution les HDL [99]. Le processus s’amorce par la formation des HDL [99]. Cette
formation résulte tout d’abord de la sécrétion de 1’apoA-I par le foie et les cellules intestinales
[99]. Un processus de lipidation de ’apoA-I s’ensuit, la molécule s’associant au transporteur
ABCALI a la surface membranaire de cellules périphériques, telles que les macrophages, ou
encore du foie et de I'intestin [92, 99]. Cette interaction permet I’efflux de cholestérol libre et
de phospholipides, pour former un complexe avec ApoA-I [32, 104]. La formation de ce
complexe meéne a la biogenese de HDL prématurées, les pré-HDL [104]. Ces prép-HDL

estérifiées permettre I’enrichissement du cceur lipidique des HDL [99]. Cet enrichissement
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aboutit a la maturation des HDL en HDL3 puis HDL2 [32, 99]. Un second acteur, ABCG1
(pour ATP-binding cassette transporter G1), intervient également dans I’efflux de cholestérol.
ABCGI se retrouve principalement a la surface des macrophages [99]. Il contribue a

I’enrichissement du transport du cholestérol vers les HDL matures, préférentiellement les

HDL2 [32].

1.3.3.2. Transfert du cholestérol par la protéine de transfert des esters de cholestérol

(CETP)

Le cholestérol des HDL peut également étre échangé avec d’autres lipoprotéines au
cours du transport inverse du cholestérol. En effet, en plus de I’efflux de cholestérol qui
contribue a I’excrétion du cholestérol hors de ’organisme, le transfert du cholestérol par une
tierce protéine est également possible. La protéine de transfert des esters de cholestérol
(CETP) est responsable d’un échange entre les lipoprotéines de faible densité¢ et les HDL.
L’échange résulte en un transfert de cholestérol estérifi¢ depuis les HDL vers les lipoprotéines
apoB et de TG depuis ces derniéres vers les HDL [32, 99]. Ce transfert entre les HDL et les
LDL permet une modification dans la densité de ces particules, diminuant ainsi la taille des
HDL et augmentant la densité des LDL. Cette augmentation de densité permet d’augmenter
I’affinité des LDL a leurs récepteurs, de sorte a diminuer leur rétention dans la circulation, de
méme que la réaction d’oxydation qui est leur associée [105]. Les lipoprotéines de type apoB
impliquées dans cet échange peuvent par la suite étre capturées par le foie, de sorte a permettre

I’excrétion du cholestérol, notamment par les sels biliaires. [92].

De plus, I’excrétion du cholestérol peut également passer par la voie du transport
indirect du cholestérol, qui est un mécanisme parallele, étroitement li¢ au TIC. Cette voie est
¢galement connue sous I’appellation de voie hépatique [32]. Ainsi, ’excrétion de cholestérol
dépend de la formation des lipoprotéines de faible densité. Les VLDL, excrétées par le foie et
les cellules intestinales, suite a 1’apport en acide gras a partir de 1’alimentation, peuvent
emprunter deux voies distinctes : elles peuvent étre captées par le foie par le LRPI,
considérant la présence de I’apoE a leur surface, ou encore subir une hydrolyse de leurs

triglycérides par la LPL [92, 106]. Cette réaction enzymatique, comme mentionnée
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précédemment, meéne au remodelage des lipoprotéines et donc a une augmentation de leur
densité. L’hydrolyse des VLDL meéne a la formation des IDL. Ces derniéres peuvent a leur
tour subir le méme processus de recapture par le foie, dii a la présence de I’apoE a leur
surface, ou étre hydrolysés en LDL, cette fois-ci par I’action de la LH [92, 106]. Les LDL sont
finalement internalisés par le foie en majorité, ou encore par les tissus périphériques en plus
faibles proportions, par D’intermédiaire des rLDL [106]. Chez les individus
normolipidémiques, cette portion de cholestérol peut étre récupérée pour la fonction tissulaire
ou encore étre dirigée dans les tissus périphériques ou elle sera prise en charge par les HDL et

éventuellement internalisée par le foie [32], pour étre excrétée [92, 106].
1.3.3.3.Internalisation hépatique des HDL

Suite a I’efflux de cholestérol et au remodelage des HDL par différents mécanismes, le
cholestérol peut étre excrété hors de I’organisme par un mécanisme connu comme la captation
sélective des HDL. Cette captation permet une internalisation des HDL par le foie [32]. En
effet, les HDL gorgées de cholestérol estérifié¢ provenant, entre autres, des tissus périphériques
comme les macrophages, peuvent étre captées par les récepteurs hépatiques éboueurs BI (SR-
BI), présents a la surface du foie [32, 107]. Cette captation permet d’augmenter I’efflux de
cholestérol et ainsi de diminuer les niveaux de cholestérol plasmatiques [107]. De plus, la
réduction de ’accumulation de cholestérol dans les macrophages entraine a son tour une
diminution dans la formation des stries lipidiques associées au développement de

I’athérosclérose [107].

En plus de SR-BI, les HDL peuvent également étre captées par les LRP1, puisque tout
comme les VLDL et les IDL, ils posseédent a leur surface I’apoE [99]. Le cholestérol estérifi¢
alors contenu dans les HDL est également acheminé au foie. Les HDL sont alors internalisées

par le méme mécanisme relatif a SR-BI [99].
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Figure 3. Transport inverse du cholestérol. Adapté de [108].

1.3.4. Le role protecteur des HDL dans I’athérosclérose

Les HDL pourraient jouer un role prépondérant dans la diminution du risque de
développement de maladies cardiovasculaires et coronariennes, qui sont associées au
développement de I’athérosclérose. En effets, de nombreuses études ont démontré jusqu’a
maintenant que de faibles niveaux de HDL cholestérol (HDL-C) correlent directement avec le
développement de I’athérosclérose, et ce, indépendamment des niveaux d’apolipoprotéines de
type B [109, 110]. Les lipoprotéines de type apoB sont associ¢es a 1’accumulation et a la
rétention du cholestérol dans les parois vasculaires et sont des précurseurs du développement
des maladies cardiovasculaires [109]. Cette athéro-protection associée aux HDL ne reléve pas
seulement de leurs niveaux en tant que HDL-C dans la circulation, mais également de leur
capacité fonctionnelle [107, 111]. En effet, les HDL d’individus en santé¢ possédent de
nombreux bienfaits biologiques, en plus leur fonction dans la promotion de I’efflux du
cholestérol [99, 109]. Ainsi, de hauts niveaux de HDL sont associé¢s a une diminution de
I’inflammation dans la paroi vasculaire [109], de méme qu’a une activité¢ anti-oxydative [99,
110]. En effet, les HDL inhibent 1’action oxydative associée aux LDL [110]. De plus, les HDL
possedent également des bienfaits antithrombotique et vasodilatateur, associ¢s a la protection

de la fonction endothéliale [99, 110] .
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L’implication de la dysfonction des HDL, dans le développement de 1’athérosclérose
est cruciale. Au cours de I’efflux de cholestérol, une portion du cholestérol est acheminée aux
tissus périphériques par une capture des LDL par leurs récepteurs respectifs, les TLDL [32,
92]. En circonstance homéostatique, les HDL prennent en charge le cholestérol acheminé aux
tissus périphériques pour le transporter jusqu’au foie, comme mentionné dans la sous-section
1.3.3.3. Ce processus est observé chez les patients normolipidémiques. Chez les patients
hypercholestérolémiques, la situation est différente. Ces derniers, par définition, possédent de
hauts niveaux de VLDL/LDL et de bas niveaux de HDL [31]. Ce bas niveau de HDL diminue
directement le TIC et donc I’efflux de cholestérol [107, 111]. En effet, on assiste a une
accumulation du cholestérol dans les tissus périphériques, comme les macrophages, et donc a

la formation des stries lipidiques [92].

La recherche clinique et fondamentale actuelle se concentre sur I’étude des thérapies
HDL. En effet, quelques études précédentes ont permis de déterminer que 1’augmentation des
niveaux de HDL était associée a une régression des I€sions athérosclérotiques [110], tant au
niveau de 1’étendue de ces Iésions [87, 112], que du volume de ces dernicres [113], ou encore
de leur composition [90, 114]. En 2011, un groupe a également mis en évidence I’importance
de la fonction d’efflux de cholestérol des HDL dans la protection du développement de
I’athérosclérose [115]. L’efflux de cholestérol est une fonction importante des HDL et la
capacité d’efflux du cholestérol des HDL ne correle pas parfaitement avec les concentrations
en HDL-C. En effet, de nombreuses études publiées dans les derniéres années ont également
démontré des résultats variables et peu concluants quant aux bénéfices associés avec une
augmentation du contenu en cholestérol dans les HDL (HDL-C) [116]. Ces résultats ont mené
a remettre en question les hypothéses émises quant aux bénéfices des HDL et de cibler
exclusivement une augmentation de leur contenu en cholestérol [116, 117]. En effet, la
quantité de particules HDL présente en circulation jouerait un role important et devrait étre
prise en considération, de méme que des fonctions de ces dernicres, telles que leur capacité
d’efflux du cholestérol [116, 118]. Les études cliniques se concentrant sur les thérapies HDL
dans le traitement de 1’athérosclérose devraient donc s’orienter dans une optique de tenir en

compte tous ces facteurs.
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1.4. Modéles murins d’athérosclérose

Le premier modéle animal répertori¢ dans le cadre de la recherche sur 1’athérosclérose
remonte a 1908. A I’époque, les expériences du Dr Alexander 1. Ignatowski sur le lapin
permirent la mise en évidence de I’induction de 1ésions athérosclérotiques chez I’animal [119].
Depuis, de nombreux modeles animaux pour I’étude de 1’athérosclérose ont été établis, tant
chez les mammiféres que chez les primates non-humains [119]. L’utilisation de petits
mammiferes tels que les lapins, hamster, souris, rats et hamsters demeurent parmi les plus
fréquentes, bien que 1’on puisse également répertorier des modeles de chiens, cochons et
d’oiseaux et de primates non-humains [119]. L’utilisation des mode¢les animaux a permis
nombre de découvertes, non seulement sur 1’induction des Iésions athérosclérotiques, mais
¢galement sur leur évolution, sur I’implication des autres facteurs connus, mais également sur
des traitements contre le développement de I’athérosclérose. Ainsi, I’implication de
I’inflammation, de I’alimentation, mais également du stress oxydatif sur la fonction

endothéliale a pu étre mise en lumiére [119].

Parmi tous les modéles utilisés dans la recherche sur la compréhension du
développement et de la progression de I’athérosclérose, la souris est le modele animal le plus
utilisé actuellement [120, 121]. Ceci est di notamment a 1’accessibilit¢ des manipulations
génétiques chez la souris [120, 121], mais également a leur cycle de reproduction rapide et au
faible colit associé¢ a I’entretien des colonies [120]. Néanmoins, la résistance naturelle de la

souris au développement de I’athérosclérose nécessita sa modification génétique [111].

1.4.1. Souris rLDL™"

Le modele de souris inactivé génétiquement pour 1’expression des récepteurs LDL
(rLDL™") est I'un des modéles les plus largement utilisés pour I’étude de I’athérosclérose. Le
principe repose sur une modification génétique de la lignée germinale [122]. La construction
d’un vecteur de remplacement a été ¢laborée, afin de permettre I’interruption de I’expression
génique du récepteur par une recombinaison homologue sur des cellules souches d’embryons
murins [123]. Le vecteur était composé par le promoteur murin de la polymérase II, sous le

contrdle duquel se trouvait le géne de sélection neo [123]. Le vecteur contenait é¢galement un
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site de polyadénylation (pA) [123]. Le vecteur a été inséré au niveau du quatriéme (4) exon du
locus. L’expression de ce dernier permet ainsi d’obtenir une protéine tronquée et non-
fonctionnelle du fait de ’arrét de sa traduction, résultant en I’inactivation de 1’expression des
rLDL chez la souris [123]. Cette inactivation de I’expression des rLDL inhibe le transport du
cholestérol vers le foie, augmentant ainsi les concentrations plasmatiques de cholestérol. Sans
rLDL, ces animaux ne peuvent excréter leur cholestérol, puisque le captage des LDL devient
impossible. Chez la souris, les principales lipoprotéines retrouvées sont les HDL,
contrairement & ’homme qui a un plasma plus riche en LDL [121, 124]. L’inhibition de
I’expression de rLDL permet ainsi d’obtenir un profil humanisé¢ plus riche en LDL et VLDL,
associé¢ au développement de I’athérosclérose. Ce profil peut étre généré sur un court laps de

temps sous une dicte riche en cholestérol.

1.4.2. Souris ApoE”

Le modeéle de souris inactivé pour I’expression de 1’apoE (4poE™") est également I'un
des modeles les plus répandus pour I’étude de D’athérosclérose. [121]. L’inactivation de
I’expression d’ApoFE entraine une augmentation des niveaux circulants de chylomicrons, de
VLDL et de LDL chargés en cholestérol [120]. L’expression d’ApoE a la surface de ces
lipoprotéines est nécessaire pour leur capture par le récepteur LRP1 [32]. L’inactivation
d’ApoE permet la rétention d’un plus large éventail de lipoprotéines, puisque toutes les
apolipoprotéines de type B portent a leur surface I’ApoE, a I’exception des LDL [92]. Or, sans
apoE, ces lipoprotéines ne sont reconnues par aucun récepteur et s’accumulent, provoquant
une hypercholestérolémie chez les animaux [120]. Tout comme les rLDL”", une diéte riche en
cholestérol facilite le développement de 1’hypercholestérolémie et accéleére le développement
des 1ésions athérosclérotiques. Néanmoins, les souris ApoE™ développent également le méme
genre de 1ésions sur une di¢te normale [119, 121] mais a un rythme moindre. Chez ces

animaux, ’athérosclérose se développe plus rapidement que chez les souris rLDL™ [125].

1.4.3. Souris ApoE*3-Leiden (E3L)

Un autre modele de souris est également utilisé pour I’étude de I’athérosclérose. Ce modele a

été développé afin d’humaniser le profil de lipoprotéines de ces animaux. Les souris APOE*3-
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Leiden (E3L) sont issues de l’insertion du géne muté ApoE découverte chez 1’homme
(APOE*3-Leiden) [126]. La mutation APOE*3-Leiden entralne une diminution de I’affinité
de ’ApoE pour les LRP [121, 127]. Cette diminution de 1’affinité entralne a son tour une
diminution dans la clairance des lipoprotéines [127]. Chez ’homme, cette mutation résulte a
une dysbétalipoprotéinémie (FD), une affection qui entraine I’accumulation de hautes
concentrations en TG et en cholestérol [128]. Cette accumulation prédispose les patients
affectés a une athérosclérose précoce, de méme qu’a des problémes coronariens [128]. La FD
est généralement la conséquence de I’expression du geéne ApoE*2, si les deux alleles
expriment celui-ci [129]. Cependant, une faible proportion des patients affectés par
I’expression d’APOE*2 développe la FD [128]. L’affection est néanmoins également associée
a une hétérozygotie du gene APOE*3-Leiden, ou la majorité des individus développe une
dysbétalipoprotéinémie [128]. La sévérit¢é du phénotype est cependant affectée par
I’environnement [128]. Sous dicte HC, les souris E3L développent des Iésions

athérosclérotiques similaires a ce qui est retrouvé chez les ApoE”" [121, 127].

1.4.4. Souris transgéniques pour la CETP humaine

Comme mentionné dans la section 1.4.1., les principales lipoprotéines retrouvées chez
la souris sont des HDL, contrairement a I’homme [121, 124]. Or, chez ce dernier, la
concentration de HDL-C est régulé entre autres par 1’activité¢ de la CETP [121]. La souris
n’exprime pas la CETP [130, 131]. Ainsi, considérant le rdle qu’exerce cette protéine sur les
niveaux de HDL et I’importance de ceux-ci dans le développement de I’athérosclérose, un
modele murin transgénique pour la CETP humaine a été mis au point. Le mod¢le résulte d’une
modification génétique au niveau de la lignée germinale. Un second modéle de souris
transgénique pour la CETP humaine a donc été¢ mis au point, le minigene de la CETP étant
inséré avec ses régions adjacentes (NFR pour natural flanking region) [131]. Le modele NFR-
CETP ainsi obtenu permet I’étude de I’expression de la CETP spécifiquement dans les tissus,
de méme que I’étude de son expression [131]. L’expression de la CETP est augmentée par une
diete riche en cholestérol, [131]. Ce patron d’expression correspond davantage a ce qui est
retrouvé chez I’humain [131], & savoir une expression de I’ARNm de la CETP dans le foie,
I’intestin gréle, la rate et les tissus adipeux [131].
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De nombreux mode¢les de souris ont par la suite été dérivés des NFR-CETP, de par
leur croisement avec d’autres modeles modifiés génétiquement. L’étude de 1’athérosclérose
par I'utilisation de modeles de rongeurs exprimant la CETP a mené jusqu’ici a des résultats
variables [132]. La CETP s’est démontrée €tre pro-athérogéniques dans des modéles inactivés
pour ’apoE [133], E3L [134] ou encore rLDL [133]. D’autres mod¢les, ou SR-BI est inactivé,
ont démontré que la CETP ne semblait avoir aucun effet quant au développement de
I’athérosclérose [135]. Enfin, nombre de modeles ont également démontré que I’expression de
la CETP semblait avoir des effets anti-athérosclérotiques chez ceux-ci [132], notamment chez
la souris utilisée pour étudier I’obésité et le diabete (db/db) [136] ou encore chez des souris
transgéniques pour la LCAT [137]. Chez la souris, les effets pro- ou anti-athérosclérotiques
semblent entierement dépendants du modele et des conditions dans lesquelles est étudiée

I’athérosclérose.

1.4.4.1. rLDL"/hCETP

Un modele de souris rtLDL”/CETP a été utilisé pour étudier I’hyperlipidémie familiale
[138], mais également I’impact de la CETP dans une athérosclérose avancée [133]. Les souris
doubles mutantes exprimant la CETP humaine (NFR), mais sans expression des rLDL,
démontrent des niveaux plus élevés de LDL (8,1 mM versus 5,8 mM), comparativement aux
souris rLDL"" seulement [133]. De plus, I’expression de la CETP entraine une diminution de
HDL plasmatique (41 mg/dL versus 45 mg/dL) [133]. L’étude des Iésions athérosclérotiques a
¢galement permis de déterminer une augmentation de la taille des 1ésions. Ainsi, I’expression
de la CETP entraine une augmentation conséquente de I’hyperlipidémie chez ces animaux, de

méme qu’une aggravation de 1’athérosclérose.

1.4.4.2. E3L.CETP

Les souris E3L ont également été croisées avec des souris NFR-CETP afin d’obtenir
un modele avec une double mutation (E3L.CETP) de sorte a étudier plus en détail
I’implication de la CETP dans le développement de I’athérosclérose [129]. Le modele

démontre également une différence au niveau de son profil lipoprotéique, lorsque comparé aux
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E3L [129]. On assiste a une augmentation significative des niveaux de VLDL circulants, pour
environs 5 mM versus 1,5 mM [129]. De plus, ’analyse des 1ésions athérosclérotiques
démontre que ces souris développent des 1ésions neuf (9) fois plus étendues que celles des
souris E3L [129]. Comme pour les souris rLDL”/CETP, I’expression de la CETP entraine une

modification du profil de lipoprotéines, en augmentant ici les niveaux de VLDL circulants.

1.4.5. Souris infectées par AAV8-PCSK9P377Y

La modification génétique d’une lignée germinale pour obtenir un modéle animal peut
étre contraignante. La difficulté réside généralement dans la nécessité d’effectuer différents
croisements pour obtenir des souris expérimentales avec les mutation désirées [139]. Cette
contrainte se retrouve dans les études concernant le développement de 1’athérosclérose [139].
En effet, I'ingénierie génétique s’avere étre un obstacle de taille dans I’étude de traits
polygéniques associés a ’athérosclérose [139]. La nécessité de contourner cette problématique
a permis le développement d’une nouvelle méthode d’induction du développement de
I’athérosclérose chez la souris, évitant ainsi I’obligation de croisements fastidieux et couteux
[139]. Le principe repose sur la construction d’un vecteur viral codant une forme murine de la
protéine PCSK9 (PCSK9 pour « Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 »), avec un gain
de fonction [139, 140]. Cette protéine est responsable dans I’organisme de la dégradation
lysosomale des rLDL [139, 140]. Le vecteur a ¢été congu sous forme d’un plasmide ou
I’expression de la forme murine de PCSK9 (D377Y) est sous le contrdle du promoteur ApoE
spécifique au foie [139]. Le vecteur viral dans lequel le plasmide est inséré est un virus adéno-
associé¢ (AAV pour « adeno-associated virus ») de type 8. Cet AAV possede un tropisme pour
le foie. L’AAV8-PCSK9™*"7Y  de son appellation, peut alors étre injecté (iv) dans une souris
de type sauvage afin d’induire le développement de I’athérosclérose [139, 140]. L’injection
permettant I’expression accrut de PCSKO et entraine une diminution drastique de I’expression
des rLDL de par leur dégradation dans le foie [139, 140]. Cette dégradation laisse en
circulation les LDL, ceux-ci ne pouvant étre recaptés efficacement, I’expression de rLDL dans
les tissus périphériques étant négligeable en comparaison du foie [141, 142]. Sous di¢te HC,
on assiste alors a I’apparition d’une hypercholestérolémie chez ces animaux, les lipoprotéines
a apoB s’accumulant [139, 140]. L’analyse des lésions athérosclérotiques chez ces animaux

31



démontre le développement d’une surface de Iésion comparable entre le modéle classique
rLDL" et le modéle induit par PCSK9™377Y avec une surface s’étendant de 35 et 40% de la
racine aortique respectivement [139]. La vitesse d’induction de cette hypercholestérolémie et
du développement de I’athérosclérose est similaire a ce qui a été précédemment observé chez

les souris TLDL”" ou encore le modéle ApoE™ [139, 140].
1.4.6. Limites

L’utilisation de modeles de souris dans la recherche sur le développement et le
traitement de I’athérosclérose chez I’homme comportent des désavantages non négligeables

[120]. Certains modéles en particulier, comme le modéle ApoE"

, ont des désavantages qui
doivent étre considérés, particulierement lors de I’analyse de résultats obtenus chez ces souris
[120]. L’inactivation de I’ApoE n’a pas seulement un effet sur le métabolisme des
lipoprotéines, mais également sur la fonction immunitaire. ApoFE jouerait également un rdle au

niveau des macrophages et des tissus adipeux [143].

De fagon plus globale, d’autres limitations doivent étre considérées lors d’une étude
d’athérosclérose sur un modele murin. Le premier point releéve du profil lipoprotéique de la
souris. Ses concentrations en cholestérol total sont peu élevées. Les lipoprotéines dénombrées
dans leur plasma sont a majorité HDL. La prise en charge de son cholestérol différe également
de I’humain, ces animaux n’exprimant pas la CETP. De plus, les I¢sions athérosclérotiques qui
peuvent étre quantifiées chez la souris démontrent un patron d’accumulation différent de
I’humain. On retrouve ces lésions principalement dans la racine aortique, le sinus aortique,
I’aorte et les artéres carotidiennes (innominée). Quelques petites 1ésions peuvent également
étre répertoriées dans les artéres coronaires. La chronologie du développement de ces 1ésions
est également a prendre en compte. En effet, ces animaux développent une athérosclérose de
fagon précoce, en conditions favorables, alors que le développement de cette condition
s’observe sur quelques décennies chez ’homme. Il s’agit 1a d’un autre facteur a considérer et

qui est difficilement comparable entre ces deux especes.
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2. Adénylates cyclases

Les adénylates cyclases (AC) ont été découvertes a la fin des années 1950. A 1’époque,
Earl Wilbur Sutherland a isol¢ un composé inconnu, I’adénosine monophosphate cyclique
(AMPc), et a déterminé qu’il jouait un réle intermédiaire dans la fonction des hormones; un
role de second messager [144, 145]. Il a étudié le mécanisme par lequel adrénaline régulait la
dégradation du glycogéne en glucose, dans le foie [144, 145]. L’¢tude plus approfondie du
mécanisme de phosphorylation a démontré que la formation de la phosphorylase était
dépendante d’un facteur inconnu [144, 145]. Ce facteur s’est révélé étre I’AMPc, et qu’il se
retrouvait dans de nombreux organes [144, 145]. Cette étude lui a permis de déterminer que
I’adrénaline activait une phosphorylase, par I’intermédiaire de laquelle le glycogéne pouvait se
dégrader en glucose [144, 145]. La découverte de ce second messager a mené¢ a la
compréhension de son mécanisme, et donc a la découverte des adénylates cyclases, qui permet

leur formation [ 144, 145].

Les adénylates cyclases sont des enzymes transmembranaires exprimées dans de
nombreux types cellulaires [146]. L activité catalytique de ces enzymes permet de produire de
I’AMPc a partir de ’hydrolyse de I’ATP [146, 147]. Un premier messager, généralement une
hormone comme adrénaline, se lie & son récepteur a la surface cellulaire [146]. Ces récepteurs
membranaires sont couplés des protéines G trimériques (GPCR) [148]. L’activation de ces
récepteurs entraine I’activation des GPCR couplés aux GTPases trimériques inhibitrices (Gai)
ou stimulatrices (Gas), selon le récepteur concerné [146, 148]. Les GPCR régulent alors
I’activité¢ de ’adénylate cyclase, permettant finalement la formation de ’AMPc a partir de

’ATP [146].

Chez les mammifeéres, dix (10) AC sont connues [149, 150]. Neuf (AC1 a AC9) de ces
dix sont transmembranaires [151, 152] tandis que I’AC10 est sous forme cytosolique [152].
On les retrouve dans de nombreux compartiments physiologiques. Dans le cceur, toutes les
isoformes s’y retrouvent, a I’exception de 1’adénylate cyclase de type 8 (AC8) [153-155]. La
présence des adénylates cyclases de type 5 et 6 (ACS et AC6) a été bien caractérisée dans les

cardiomyocytes [152, 156-158]. Dans le systéme nerveux, les niveaux d’expression des



différentes AC sont variables en fonction de la région du cerveau étudiée [146]. AC1 [159], de
méme que ACS ont été bien répertoriées [152, 160], de méme qu’AC7 [161]. L’expression des
isoformes 2, 4, 6, 7 et 9 ont quant a elles ét¢ détectées au niveau des cellules musculaires lisses
et des muscles squelettiques [158, 162]. Le systéme digestif comprend de nombreux organes.
Ces différents organes expriment donc différents niveaux d’AC, selon leur compartiment
[163]. Au niveau du pancréas, AC6 est exprimée en majorité, alors que la fonction hépatique
est plutdt régulée par un nombre variable d’AC [163]. AC7 est majoritairement exprimée dans
le systéme immunitaire, particuliérement dans les lymphocytes (B et T), de méme que dans les
macrophages [151, 152]. L’expression d’AC3 est principalement détectée au niveau de
I’épithélium nasal, I’isoforme jouant un role primordial au niveau de la détection des odeurs et
des phéromones dans le bulbe olfactif [164]. Finalement, ’expression d’AC10 est encore peu
¢tudiée. Néanmoins, il a été possible de détecter cette derniere dans des lignées murines.
ACI10 est exprimée au niveau du systéme reproducteur, mais plus particuliérement par les
spermatozoides, ou une inactivation de I’enzyme conduit a un défaut de motricité des gametes

et, par conséquent, a I’infertilité [165, 166].

Les adénylates cyclases ont des séquences qui sont comprises entre 1080 et 1353
acides aminés [152]. Structurellement, elles sont composées d’un domaine N-terminal, de
deux domaines transmembranaires (TM1 et TM2), chacun comprenant 6 hélices alpha
hydrophobes et deux domaines cytosolique (C1 et C2) [152, 163]. Ces derniers se subdivisent
en domaines catalytiques (Cla et C2a) et en domaines régulateurs (C1b et C2b) [152, 163].
Les domaines catalytiques Cla et C2b, qui constituent le cceur catalytique, sont

particulieérement bien conservés dans I’ensemble des mammiferes [152, 163].
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2.1. Classification des adénylates cyclases

Les adénylates cyclases sont classifiées en fonction de leur mode de régulation par les
voies de signalisation intracellulaire [148]. Les neuf AC membranaires sont classifiées en
fonction de la régulation par la signalisation intracellulaire [148]. Ainsi, ’activité¢ d’AC1, AC3
et AC8 est activée par le Ca**, de méme qu’indirectement par CaM. Ces isoformes font parties
du groupe I. Les AC5 et AC6, du groupe III, sont inhibés par le calcium. Le Ca*" seul n’a
cependant pas d’effet sur I’activité¢ d’AC2, AC4, AC7 (groupe II) et AC9 (groupe 1V) [148].
Les AC5 et AC6 sont inhibées par le Ca*" indépendamment de la CaM [148].

La régulation de leur activité par les protéines kinase C (PKC) fait moins I’'unanimité
[148]. Les études proposant l’activation ou I’inhibition de ces derni¢res par les PKC se
contredisent parfois. Les PKC ont ainsi un effet activateur quant a I’activité d’AC2, AC3, AC5
et AC7 [148]. L’activité enzymatique d’AC6 et AC9 est, quant a elle, inhibée par les PKC
[148].

2.2. Signalisation des AC

Les AC sont modulés par les GPCR, par exemple les récepteurs B-adrénergique 2 (B2AR)
[147]. Ce couplage permet I’activation des EPAC (EPAC pour exchange protein directly
activated by cAMP), qui sont des GEF (GEF pour guanine exchange factors) et qui sont
régulées par I’AMPc. Elles permettent le controle de Iactivit¢ des GTPases [167]. Elles se
retrouvent sous deux isoformes [167]. Le réle des EPAC résiderait dans les fonctions
cellulaires associées a I’AMPc, telles que 1’adhésion cellulaire [167]. Les EPAC sont
impliquées notamment au niveau du cceur. Les protéines kinases de type A (PKA), quant a
elles, sont également impliquées dans I’activation de GTPases. Leur activation permet
d’augmenter la probabilité d’une ouverture des canaux porteurs de courant calciques de type L
(ICaL). Cette phosphorylation permet la modulation des myofilaments par le relachement de

calcium, de sorte a entrainer une contraction. C’est I’effet inotrope [168]. Les EPAC sont
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¢galement impliquées dans un effet chronotrope du cceur. En effet, les EPAC peuvent moduler
les concentrations de calcium retrouvées dans 1’organe, de fagon spontanée. Cette fluctuation
peut entrainer une augmentation du rythme cardiaque [168]. Enfin, les EPAC sont également
impliqués dans la régulation des cellules musculaires lisses. Les EPAC permettraient
I’induction d’une vasorelaxation. Cette vasorelaxation est cependant induite de facon indirecte
par la régulation des canaux potassiques sensibles au calcium [168]. Les protéines kinases de

type A (PKA) sont une deuxieme famille de protéine associée aux AMPc.

2.3.Adénylate cyclase de type 9 (AC9)

L’adénylate cyclase de type 9 (AC9) a été isolée a partir d’une lignée cellulaire
d’hypophyse de souris [169], dans un premier temps, mais également du cerveau [170]. Au
niveau chromosomique, ’AC9 humaine (ADCY9), de méme que celle murine se retrouvent
sur le 16° chromosome [147, 171]. Chez I’homme, sa distribution dans les tissus est variée.
L’isolement de I’ARN messager (ARNm) a néanmoins permis de déterminer qu’on la retrouve
majoritairement au niveau des muscles squelettiques et cardiaques, de méme que dans le
pancréas et le cerveau [164]. Les poumons, les reins et le foie expriment ¢galement I’ARNm,
bien qu’a des niveaux inférieurs [164]. Les AC9 chez I’humain et la souris présentent un degré

de conservation de 97% de la séquence protéique [172].

2.3.1. Signalisation

L’activité d’AC9 est régulée par les protéines Gai ou Gas suite a ’activation des GPCR
[172]. Ainsi, Pactivité d’AC9 peut notamment étre modifiée par I’activation des protéines Gai
couplées aux récepteurs de la dopamine (D2r) [173]. Cette activation diminue 1’accumulation

du second messager et inhibe I’activité d’AC9 [173].

Tel que stipulé précédemment dans la section 2.1, Dactivit¢ d’AC9 est également
stimulée par I’action du complexe Ca®’/CaM, et inhibée par les PKC. Cependant, I’activité
d’AC9 est également inhibée par I’action de la phosphatase calcineurine, qui est sensible au

calcium [174].
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2.3.2. Role physiologique

Les B2AR sont I'une des principales cibles thérapeutiques dans le traitement de
I’asthme [147, 175]. Tel que mentionné précédemment, les AC, comme AC9, agissent en aval
des B2AR et sont impliqués dans la régulation des voies respiratoires au niveau des muscles
lisses. Or, les bronchodilatateurs sont largement prescrits pour permettre le controle de cette
affection et ce sont des agonistes des f2AR [147]. Les B2AR sont activés par des molécules
agonistes comme [’albutérol [175]. L’activation des B2AR entraine une activation successive
des GTPases activatrices (Gas), puis de I’adénylate cyclase de type 9 [175]. Cette derniére
entraine alors la conversion de I’ATP en AMPc, de sorte a activer les PKA [175]. Ces
protéines phosphorylent alors les protéines associées aux muscles des voies respiratoires, tel
que MLCK (pour myosin light-chain kinase) [176], entralnant la relaxation des muscles des
voies respiratoires, et donc une bronchodilatation [175]. Or, la variété des polymorphismes
codants d’ADCY9 a été démontrée pour influencer la réponse thérapeutique des P2AR a ses
agonistes [147]. En effet, 'un de ces polymorphismes codants est notamment connu pour
exprimer une meilleure réponse envers les agonistes f-adrénergiques dans le traitement pour
I’asthme [175]. Cette démonstration a permis de montrer I’'implication d’AC9 dans la réponse

physiologique quant a I’activation des récepteurs -adrénergiques.

AC9 a également un rdle dans le chimiotactisme des neutrophiles, soit la régulation de
la migration des neutrophiles en réponse a un chimioattractant [177]. En effet, ’expression
d’AC9 permet la polarisation du réseau de filaments d’actine et de myosine [177], deux
protéines essentielles dans la contraction musculaire, mais également dans les processus de
motilité¢ des cellules inflammatoires[178]. Cette régulation dans la migration a été déterminée
par l'utilisation de cellules pluripotentes différenciée en neutrophiles-like, qui ont été
transfectés avec un shRNA (pour « short hairpin RNA ») pour inactiver AC9 [177]. En
présence d’un chimioattrachant, leur capacité de migration a été évaluée. Or, en 1’absence
d’expression d’AC9, le front de migration de ces cellules se voit fortement inhibé [177]. Ces
observations ont ainsi permis de déterminer que 1’activité d’AC9 est nécessaire a la migration

des neutrophiles [177].
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Dans le cceur, AC9 est exprimée dans les cardiomyocytes murins isolés [179]. La
protéine forme un complexe avec une protéine d’ancrage des PKA (AKAP), Yotiao [180].
Dans le cceur de souris, AC9 est la seule adénylate cyclase a étre associée avec Yotiao [180].
Cette derniere est une importante protéine d’ancrage jouant un role déterminant dans la
régulation et I’acheminement de I’AMPc aux PKA [179, 180]. Ce complexe est associ¢ a la
repolarisation cardiaque, par I’intermédiaire des canaux ioniques de potassium (Iks) [179,
180]. Les canaux Ixs sont composés de deux sous-unités-ao KCNQ1 et de deux sous-unité-3
KCNEI1 [180]. La phosphorylation des KNCQ1 par les PKA augmente le courant Ixs pour
accélérer la repolarisation [179, 180]. La phosphorylation de KCNQI est dépendante de
’association des PKA avec Yotiao [179, 180]. Les souris Adcy9SYSt présentaient une

diminution importante de leur fréquence cardiaque [180].

Enfin, toujours dans le cceur, AC9 est également associée a la protection
cardiovasculaire [180]. Il a ét¢ démontré que I’inactivation d’AC9 entrainait une diminution
dans la phosphorylation de la Hsp20 (pour heat-shock protein 20) dépendante des PKA
[181]. Or, la phosphorylation de la Hsp20 a des effets cardioprotecteurs associés a une
inhibition de I’hypertrophie cardiaque et de I’apoptose des cardiomyocytes [182]. De plus,
I’inactivation de I’expression d’AC9 a également des conséquences quant a la fonction
diastolique. En effet, I’absence de 1’adénylate cyclase entraine une dysfonction diastolique

du ventricule gauche, chez la souris [180].

Ainsi, outre son implication a ces niveaux, on en connait encore relativement peu quant

au r6le physiologique d’ADCY9, particuliérement chez I’homme.
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3. Ktudes cliniques

3.1. Dal-OUTCOMES

Les HDL possedent une action cardiovasculaire protectrice démontrée a maintes reprises dans la
littérature, notamment quant au stress oxydatif et a son role dans le TIC [183]. Ces effets
protecteurs sont la cible d’une classe de molécule développée pour traiter les risques de
récidives post-infarctus par I’inhibition de la CETP [117, 184]. L’inhibition de la CETP permet
I’augmentation du HDL-C [117]. Le dalcetrapib est un inhibiteur de la CETP [117, 184].
L’étude Dal-OUTCOMES est une étude clinique de phase 3 qui regroupait 15 871 patients afin
d’étudier I’efficacité du dalcetrapib pour diminuer le risque cardiovasculaire chez des patients
atteints d’un syndrome coronarien aigu [184]. Malgré une augmentation de 30% des HDL-C en
réponse au dalcetrapib [184], les patients traités ne présentaient aucun effet bénéfique
significatif [184]. Or, cette étude fait partie des nombreuses qui ont été réalisées afin de cibler
les effets protecteurs des HDL et dont les résultats se sont avérés décevants [184, 185]. En effet,
malgré les effets positifs sur I’élévation des biomarqueurs lipidiques, aucune différence
significative n’a été observé quant a une différences des événements cardiovasculaires. Ces
recherches relevaient de I’étude de molécules ciblant I’inhibition de la CETP, tout comme le
dalcetrapib, telles que 1’evacetrapib [186] et le torcetrapib [187]. L’ensemble de ces résultats
amenaient a remettre en question les effets cardioprotecteurs des HDL [184]. Il a été suggéré

que ces résultats pourraient plutot dépendre de la génétique des patients [184].
3.2. L’étude d’association pangénomique (GWAS)

Ainsi, suite aux résultats obtenus dans Dal-OUTCOMES, une étude d’association
pangénomique (GWAS) a été réalisée afin de déterminer si les effets associés au dalcetrapib
¢taient dépendants de la génétique des patients [184, 185]. L’étude a permis de déterminer que
le dalcetrapib a un effet clinique dépendant de I’expression de plusieurs variants, localisés dans
un bloc de déséquilibre de liaison, associ¢ au géne ADCY9 [184, 185]. L’étude Dal-PLAQUE-
2, ou une étude de I’épaisseur de I'intima a été réalisée, a également permis de confirmer
I’implication du locus d’ADCY9 dans la modulation des risques cardiovasculaire chez les

patients traités au dalcetrapib. Ainsi, trois génotypes pour le SNP rs1967309 sont possibles :



AA, GG ou AG [185]. Les individus de génotype AA, lorsque traités au dalcetrapib, se voyaient
protégés, une réduction de pres de 39% des événements cardiovasculaires étant observés par
rapport au placebo [185]. Les patients porteurs du génotype GG, quant & eux, voyaient une
augmentation de 27% des événements cardiovasculaires, attestant d’un effet délétére du variant
G en association avec le dalcetrapib [185]. La CRP (pour C-reactive protein) a également été
évaluée tout au long de cette étude [185]. Cette protéine est un biomarqueur d’inflammation
[188], qui peut inhiber I’efflux de cholestérol [188]. Ainsi, les patients porteurs du génotype GG
présentaient une augmentation de preés de 18% de leur concentration en CRP, par rapport aux
valeurs au début du traitement, alors qu’une diminution était plutdt observée chez les patients
AA [185]. L’efflux de cholestérol a également été étudié, étant donné que le transport inverse du
cholestérol, et sa premiere étape I’efflux de cholestérol depuis les macrophages vers les HDL-C,
sont connus pour protéger contre 1’athérosclérose [184, 185]. De plus, considérant 1’association
de I’efflux de cholestérol et de la CRP, cette observation était d’autant plus pertinente. Ainsi, les
patients avec le génotype AA présentaient une augmentation de leur capacité globale d’efflux de
cholestérol, lorsque comparés a un traitement placebo [185]. Au contraire, la capacité d’efflux
de cholestérol provenant de patients du groupe GG, et traités au dalcetrapib, était similaire au
placebo [185]. Les effets cliniques favorables du dalcetrapib chez les patients avec le génotype

AA, sont donc étre associés a une meilleure capacité d’efflux de cholestérol.
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Objectifs du mémoire

Le dalcetrapib est une molécule pharmacologique ciblant I’inhibition de la CETP afin
d’augmenter les niveaux de cholestérol dans les HDL. Chez I’homme, des études ont permis
de déterminer que I’effet clinique du dalcetrapib était dépendant des genes des patients, et plus
particulicrement de variants du géene ADCY9. Une perte du poids de ces patients a par
exemple été observée lorsqu’ils étaient traités, et cette perte était dépendante du génotype du
gene (G homozygote pour rs1967309). Ce sont ces effets observés chez les patients traités au
dalcetrapib, ou une interaction entre l’activit¢ CETP et I’expression d’ADCY9, qui ont
motivés cette étude. Peu d’informations sont encore connues quant au rdle physiologique
d’AC9, bien que son implication dans la migration des cellules immunitaires, de méme qu’au
niveau de la réponse béta-adrénergique ait ét¢ démontrée. Nous savons également qu’elle est
exprimée dans de nombreux organes, dont le cceur. Le dalcetrapib étant une molécule ciblant
les patients souffrant d’athérosclérose, nous avons décidé de de développer un modele animal

afin d’étudier le role d’ADCY9 dans ’athérosclérose.

Nous avons développé un modele de souris athérosclérotique inactivée pour le gene
Adcy9. L’athérosclérose était développée en induisant une hypercholestérolémie chez des

souris infectées avec AAVS8-Pcsk9P377Y

Notre objectif était d’étudier I’effet de ’inactivation d’Adcy9 sur le développement de
I’athérosclérose chez la souris en I’absence ou en présence de 1’expression de la CETP. De
plus, nous nous sommes ¢également intéressés aux mécanismes impliqués dans le

développement de I’athérosclérose.

Notre hypothése est que I'expression d’Adcy9 régule le développement de

I’athérosclérose.
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Contribution de I’étudiant

L’article qui suit comprend une grande partie de mes travaux de maitrise. J’ai contribué
a I’¢laboration de 1’étude et a sa mise en place dés le début de ma maitrise. J’ai réalisé la
majorité des mises au point et I’élaboration des méthodologies quant a la validation du modele
murin pour le développement de I’athérosclérose. Ces travaux comprennent la validation de
I’inactivation d’Adcy9 par RT-qPCR. J’ai également effectué¢ les dosages du cholestérol, des
concentrations en PCSK9 et les quantifications des niveaux d’expression protéique des
récepteurs LDL. De plus, j’ai également réalisé la quantification des Iésions athérosclérotiques

observées chez nos animaux.

Au niveau des manipulations qui ont été effectuées dans la compréhension des
mécanismes impliqués dans I’athéroprotection de I’inactivation d’Adcy9, j’ai contribué¢ a
I’étude sur I’expression du d’Adcy9 et au travail sur les mécanismes vasculaires et
inflammatoires impliqués sur les effets d’Adcy9 sur ’athérosclérose. Enfin, j’ai contribué a la

rédaction de ’article en participant a I’¢laboration des figures et a I’écriture du texte.
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Abstract

BACKGROUND: Pharmacogenomic studies have shown that ADCY9 genotype determines
the effects of the cholesteryl ester transfer protein (CETP) inhibitor dalcetrapib on
cardiovascular events and atherosclerosis imaging. The underlying mechanisms responsible
for the interactions between ADCY9 and CETP have not yet been determined. METHODS:
Adyc9-inactivated (4dcy9°YS") and wild-type (WT) mice, that were or not transgenic for the
CETP gene (CETP®" and CETPY"), were submitted to an atherogenic protocol (injection of an
AAVS8 expressing a PCSK9 gain-of-function variant and 0.75% cholesterol diet for 16 weeks).
Atherosclerosis, vasorelaxation, telemetry and adipose tissue MRI were evaluated.
RESULTS: Adcy9°St mice had a 65% reduction in aortic atherosclerosis compared to WT
(P<0.01). CD68-positive macrophage accumulation and proliferation in plaques were reduced
in Adcy9°YS" mice compared to WT animals (P<0.05 for both). Femoral artery endothelial-
dependent vasorelaxation was improved in Adcy9°YSt mice (versus WT, P<0.01). Selective
pharmacological blockade showed that the nitric oxide, cyclooxygenase and endothelial-
dependent hyperpolarization pathways were all responsible for the improvement of
vasodilatation in Adcy9°YSt (P<0.01 for all). Adcy9°YS' mice gained more weight than WT
with the atherogenic diet, and this was associated with an increase in whole body adipose

tissue volume (P<0.05 for both). Feed efficiency was increased in Adcy957c!

compared to WT
mice (P<0.05), which was accompanied by prolonged cardiac RR interval (P=0.05) and
improved nocturnal heart rate variability (P<0.05). Adcy9 inactivation-induced effects were
lost in CETP®" mice (P=NS versus CETP"T). CONCLUSIONS: Adcy9 inactivation protects
against atherosclerosis, but only in the absence of CETP activity. This atheroprotection may
be explained by decreased macrophage accumulation and proliferation in the arterial wall,

improved endothelial function and altered autonomic nervous system activity.

Keyword: Atherosclerosis, adenylyl cyclase, Adcy9, AC9, CETP, mice
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1. Introduction

High-density lipoproteins (HDL) have multiple potentially protective cardiovascular
effects, including those on reverse cholesterol transport, endothelial function and
inflammation.! Cholesteryl ester transfer protein (CETP) mediates the exchange of cholesteryl
esters from HDL to ApoB-containing lipoproteins. CETP inhibitors have yielded variable
results in large clinical trials, which include the recent report from the REVEAL study.?® The
pharmacogenomic analysis of the dal-Outcomes trial showed that patients with the AA
genotype at rs1967309 in the ADCY9 gene benefited from a 39% reduction in cardiovascular
events when treated with dalcetrapib compared to placebo, and these results were supported by
atherosclerosis regression on imaging.® Furthermore, patients bearing the protective 4ADCY9
genotype had a large increase in cholesterol efflux when treated with dalcetrapib and no
increase in the inflammation biomarker C-reactive protein, the latter in contrast to results
obtained with all CETP inhibitors when administered to unselected populations.” The
significant ADCY9 gene-by-treatment arm interaction and the lack of ADCY9 genotype-
dependent effect in the placebo group suggest a pharmacogenomic effect. The underlying
mechanisms responsible for the interaction between ADCY9 and CETP have not yet been
determined. The opposing genotype-dependent differences in body weight and
atherosclerosis-related outcomes in dalcetrapib clinical trials, along with the role of ADCY?9 in
adrenergic signal transduction,® suggest that the autonomic nervous system might be involved
in the observed effects. ADCYY9 encodes adenylate cyclase type 9, an enzyme producing the
ubiquitous second messenger cyclic AMP. Therefore, in this investigation we studied the
effects of ADCY9 inactivation on atherosclerosis and related processes in the absence or

presence of CETP in mice.

45



2. Methods

Animals

Adcy9 gene-trapped (Adcy9°'S") mice were generated initially from Lexicon
Pharmaceuticals.” Cryo-preserved sperm from the B6;129S5-4dcy9¢ et39ex/Mmucd strain
was imported from the Mutant Mouse Regional Resource Center (MMRRC) and used for in
vitro fertilization and oviduct transfer at the Institute for Research in Immunology and Cancer
(IRIC) animal facility in a specific-pathogen-free area and their breeding and reproduction was
approved by the University de Montréal Deontology Committee on Animal Experimentation.
MaxBax accelerated backcrossing and genotyping (Charles River, Sherbrooke, Canada) was
performed to achieve >98.6% C57BL/6J genetic background. Procedures involving mice
were performed at the Montreal Heart Institute (MHI) Research Center and approved by the
local ethics committee for animal research in accordance with the Canadian Council on
Animal Care guidelines. Adcy9°YS! mice were bred by mating Adcy9VTC' animals. Mice
hemizygous for transgenic human CETP minigene'® (CETP"") were obtained from Jackson
laboratory (Bar Harbor, ME) and were on 100% C57BL/6J genetic background. To obtain
mice that were transgenic for CETP and with homozygous inactivation for Adcy9 (CETP®),

9WT/ Gt

CETPY" mice were first crossed with Adcy animals, then mice transgenic for CETP and

9WT/ Gt 9Gt/ Gt 9WT/ Gt

heterozygote for Adcy were crossed with Adcy or Adcy animals. All mice
were under a C57BL/6J background, males and aged from 8 to 12 weeks. Blood collection

was performed after 4 hours of fasting.

Atherosclerosis Model

Wild-type (WT) and Adcy9°YSt male mice (8 to 12-week-old) were injected with a
single dose of an AAVS viral vector expressing gain-of-function Pcsk9*7"Y (AAVS-
Pcsk9™377Y | 6.5x10'! gene copies) as previously described.!! A control group was injected
with a saline solution in preliminary experiments to confirm the effect of the AAVS-
Pcsk9P¥7"Y infection on LDL receptor expression. Starting one week after AAV8-Pcsk9P377Y

injection, mice were fed for 16 weeks with a chow-based (Purina 5015) atherogenic diet (TD,
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150545, Envigo, Madison, WI) enriched with 0.75% cholesterol and having the following
caloric composition: proteins 20.4%, carbohydrates 42.7% and fats 36.9% (3.9 kcal/g). Food
and water were available ad libitum. After the sacrifice, atherosclerosis development was
investigated in the whole aorta, aortic root and brachiocephalic artery by an experienced

observer blinded to the mouse genotype.

Quantification of Adcy9 mRNA Expression by Reverse Transcription-Quantitative PCR
(RT-qPCR)

Mice total RNA were extracted from heart ventricles using RNeasy isolation kit
(QIAGEN, Toronto, ON, Canada) with DNase I procedure according to the manufacturer’s
protocol. cDNA was synthesized with components from High-Capacity cDNA Reverse
transcription Kits without inhibitor (Applied Biosystems #4368814, Foster City, CA) and with
the use of MultiScribe™ Reverse Transcriptase, according to the manufacturer’s procedures.
RNA quantification and quality were assessed using Agilent RNA 6000 Nano Kit for
Bioanalyzer 2100 System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Primers for Adcy9 were
designed using the Beacon designer software v.8 (Premier Biosoft) and obtained from IDT
(Coralville, IA). Gapdh was used as the reference gene for normalization. The quantitative
PCR (qPCR) was performed with SYBR-Green reaction mix (BioRad, Hercules, CA). The
qPCR conditions consisted of an initial denaturation at 95°C for 3 minutes followed with 40

cycles of amplification, each cycle consisting of 95°C for 10 seconds and 60°C for 30 seconds.

Western-Blotting

Tissues from WT and Adcy9°YSt mice were lysed with TissueLyser 11 (QIAGEN) in
buffer containing (in mM) Tris Base 50, NaCl 125, EDTA 0.1, EGTA 0.1, sodium dodecyl
sulfate (SDS) 0.1%, sodium deoxycholate 0.5%, IGEPAL 1% protease inhibitor cocktail (Sigma-
Aldrich, Oakville, ON, P2714), on ice. The protein concentration was assessed by Lowry
assay. Proteins were loaded and migrated in SDS-polyacrylamide gel (SDS-PAGE) for 90
minutes at 100V. Proteins in gel were then transferred overnight on a polyvinylidene
difluoride (PVDF, BioRad) membrane. Membranes were blocked using TBST 5% non-fat
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dried milk (NFDM). For detection of low-density lipoprotein receptor (LDLR) in livers from
mice infected with AAV8-Pcsk9™3"7Y or control mice injected with saline, the membranes
were then incubated with a goat primary antibody targeting mouse LDL receptor (Novus
Biologicals, AF2255, Littleton, CO) at 1/5000 dilution, in TBST 1% NFDM at 4°C overnight.
A rabbit secondary anti-goat antibody (Abcam, ab6741, Cambridge, MA) was incubated at
1/5000 for 60 minutes at room temperature in TBST 3% BSA. For detection of adenylate
cyclase type 9 protein (AC9) in dorsal skeletal muscle, antiserum against AC9 was produced
by immunizing rats (Thermo Fisher Scientific) with C-terminal mouse AC9 peptide 1313-
REPVKAEERFPFGKAIEKD-1331 (NP_033754.2) conjugated with KLH. Membranes were
incubated with rat serum diluted 1/500 in TBST and then with goat anti-rat secondary
antibody (ThermoFisher, cat # 31475) diluted 1/10000 in TBST containing 3% BSA.
Detection was performed using Western Lightning ECL Pro (Perkin Elmer, Waltham, MA).

Determination of Plasma Cholesterol Concentration, Lipoprotein Profile and Plasma
PCSK9

Blood samples were collected in EDTA-coated tubes and plasma was separated by
centrifugation (2000 x g, 10 minutes) and conserved at -80°C until analysis. Total cholesterol
was quantified by colorimetric enzymatic assay (Wako Diagnostics, 999-02601, Richmond,
VA) and measured at 600 nm in 96-well black microplates with flat bottom according to a
micro-method used in our laboratory. To determine the lipoprotein profile, blood samples
were pooled from 5 mice per group and a fast protein liquid chromatography (FPLC) size
fractionation on Sepharose was performed by a specialized lipidomics core facility (University
of Alberta, Edmonton, AB). PCSK9 concentration in plasma was determined using an ELISA
kit targeting mouse PCSK9 (Cyclex Co, #CY-8078, Japan).

En Face Quantification of Aortic Atherosclerotic Lesions

Atherosclerosis lesions were quantified on whole aorta dissected en face. Aortas were
fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) overnight and then stained with a 0.7% solution of Oil
Red O (Sigma-Aldrich) for 1 hour and then counterstained with Nuclear Fast Green at 0.05%
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(Sigma-Aldrich, F7258) to optimize contrast. Images were captured using a Leica
Microsystem (Concord, ON, Canada) stereomicroscope with digital camera (MC170 HD,
Leica Microsystem). Atherosclerotic lesions were quantified from the aortic root down to the
iliac artery bifurcation using Image-Pro Premier 9.2 (Media Cybernetics, Inc, Rockville, MD).
Percent atherosclerotic lesion area was expressed as the percentage of the intima area

presenting Oil Red O staining.
Atherosclerotic Lesion Cross-Sectional Quantification in the Aortic Root

The base of the heart was embedded in OCT compound and sliced in 10 pum sections
before fixation with 10% cold formalin for five minutes and then rinsed twice with deionized
water. Slides were immersed twice in 100% propylene glycol for five minutes. Aortic roots
were stained with a 0.7% Oil Red O solution for 48 hours at room temperature. Afterwards,
slides were successively immersed in 100% propylene glycol, 85% propylene glycol solution
and deionized water baths, using agitation. Slides were counterstained with a hematoxylin
solution for a few seconds, rinsed and then mounted using an aqueous medium.
Atherosclerosis lesions were quantified at regular distances from the base of the aortic sinuses
to 500 um more distally in the aortic root. Images were obtained by microscope and

quantified by Image-Pro Premier 9.2.

Atherosclerotic Lesion Quantification in the Brachiocephalic Artery

The presence of plaques, fibrin, red blood cells and break in the plaque cap was
determined in the brachiocephalic artery. All solutions used for staining were from EMS
(Hatfield, PA) except for phosphotungstic acid that was from Sigma-Aldrich. Six micrometer-
thick sections (6 um), taken from paraffin-embedded brachiocephalic artery, were stained
according to the Carstairs’ method with modification as described previously.'? After
rehydration, sections were incubated in 5% ferric ammonium sulfate solution for 5 minutes
and rinsed with tap water. Sections were then stained with Mayer hematoxylin solution for 5
minutes and rinsed with tap water. Additional stainings were performed with picric acid

orange G for 1 hour and Ponceau-fuchsin for 5 minutes before rinsing with distilled water for
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each staining. Muscle tissue was differentiated from other structures with 1% phosphotungstic
acid for 3 minutes before rinsing with distilled water. Final staining for collagen was
performed with Anilin Blue (2.5%, 2 minutes) before dehydration clearing with xylene and
mounting in Permount (Thermo Fisher Scientific, Toronto, ON, Canada). We scored the
sections for presence of plaques, fibrin deposition at the surface of the plaque, and breaks in
the plaque cap. To be scored positively, a mouse needed to show the feature of interest in two

sections separated by 48 um.

Immunofluorescent Detection of CD68-Positive Macrophages (foam cells) and their

Proliferation in the Aortic Root

The base of the heart was embedded in OCT compound and 10 um sections were cut
with a cryostat. Slides were incubated in PBS to remove the OCT and then immersed in 4%
PFA (pH 7.4) for 20 minutes. After fixation, slides were washed in PBS. Permeabilization,
blocking and antibody incubation were performed in a Tris solution (in mM): Tris-base 50,
NaCl 150, BSA 1%, Triton X-100 0.4% and fetal bovine serum 20% at pH 7.4. Rat antibody
against CD68 was diluted 1/200 (BioRad, #MCA19557) and rabbit antibody against Ki67 was
used at 1 pg/mL (Abcam, #ab15580). For determination of CD68-positive cell accumulation
in the atherosclerotic lesions, CD68 was visualized using goat anti-rat antibody labeled with
Alexa-647 (Thermo Fisher Scientific, # cat A-21247). For co-staining with Ki67, CD68 was
visualized with goat anti-rat antibody labeled with Alexa-568 (Thermo Fisher Scientific,
#A11077) and Ki67 was visualized with a goat anti-rabbit antibody labeled with Alexa-647
(Thermo Fisher Scientific, #A-27040). The nuclei were counterstained with DAPI. Images
were acquired with a confocal microscope (LSM 710, Zeiss, Peabody, CA). Imaging
quantifications were performed with Image-Pro Premier 9.2 from three sections of the aortic
root. Accumulation of CD68-positive foam cells was quantified as percent of the total lesion
area from three aortic root sections. Cells were considered positive for Ki67 if the staining
colocalized with DAPI. To evaluate proliferation of CD68-positive foam cells, double

positive Ki67/CD68 cells were counted.
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Measurement of Vascular Tone in Isolated Aortic Rings

The thoracic aorta from untreated and atherosclerotic mice was removed and placed in
ice-cold Krebs buffer with the following composition (in mM): NaCl 130, KCI 4.7,
MgSO4*7H>O 1.18, KH,PO4 1.18, CaCL*2H>O 1.6, NaHCO3 20, glucose 5.5 and EDTA
0.03, and the pH was 7.4. The aorta was cut into 2-3 mm long aortic rings. These rings were
mounted in 20 mL organ baths filled with Krebs buffer at 37°C and oxygenated (95% O, 5%
CO). Their isometric tension was measured with a force displacement transducer and
displayed on a computer (I0X v.1.5.7 software, EMKA Inc, Middletown, PA). Data were
analyzed using Datanalyst software v.1.83.0 (EMKA Inc). Cumulative concentration-
response curves were constructed to acetylcholine (ACh) or sodium nitroprusside (SNP) in
phenylephrine-precontracted rings (3.107 to 10°M), at a concentration yielding 80% of the
maximum response obtained with KCl 80 mM. Endothelium-denuded rings were used for
SNP curves. Vasorelaxation is expressed as the percentage change in the maximal tension of

vessel rings after addition of phenylephrine.

Assessment of Endothelial Function in the Femoral Artery with Pressurized

Arteriography

Vascular reactivity was studied in the femoral artery of untreated and atherosclerotic
mice as already described.'* Femoral arteries, 250-350 um in diameter, were bathed in
physiological saline solution (PSS) of the following composition (mM): NaCl 130, KCI 4.7,
CaCly 1.6, MgSO4 1.17, NaHCO;3 14.9, KH2PO4 1.18, EDTA 0.026, and glucose 10.0, and
pressurized to 80 mmHg. PSS was bubbled with a gaz mixture containing 12% O2, 5% CO>
and 83% N». Before construction of concentration-response curves to vasodilator or shear
stress, segments were preconstricted with phenylephrine at a concentration from 10°M to 107
M. ACh and SNP were used for assessment of endothelium-dependent and endothelium-
independent vasodilatation, respectively. SNP curves were created with endothelium-denuded
segments. To study the role of endothelial cell signaling, segments were incubated with the

nitric oxide synthase blocker L-NNA (10* M, Sigma-Aldrich), the cyclooxygenase blocker
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meclofenamate (10° M, Sigma-Aldrich) or a cocktail of endothelial potassium channel
blockers TRAM34 (10° M, Tocris bioscience, Minneapolis, MN) and apamin (10”7 M, Tocris
Bioscience) and the curves were constructed in presence of the blocker. Shear stress was
calculated using the following equation: t = 4nQ/nr’, where t is the shear stress (dyn/cm?), n
the viscosity [0.009 Poise], Q the flow rate (ml/s) through the lumen, and r the inside radius
(cm). Vasodilatation is expressed as the change (%) in diameter normalized to the maximal

passive diameter obtained with SNP in absence of calcium.
In situ Hybridization

In situ hybridization was performed according to the manufacturer’s recommended
procedure (Advanced Cell diagnostic, Hayward, CA). Staining was performed on 6 pm-thick
sections of paraffin-embedded femoral artery or aortic root. Sections were counterstained
with hematoxylin. We observed that the signal for Adcy9 was specific by comparing tissue
GGt

sections from Adcy9
targeting nucleotides 1522-2502 of NM 009624.3. Probe for the bacterial gene dapB was

and WT mice (data not shown). Adcy9 probe was Mm-Adcy9

used as a negative control.
Quantification of Whole Body Adipose Tissue Volume by MRI

Whole mouse MRI was performed in the prone position on a 30 cm 7T horizontal MR
scanner (Agilent, Palo Alto, CA), with a 12 c¢cm inner diameter gradient coil insert, gradient
strength 600 mT/m, rise-time 130 ps and an Agilent quadrature transmit/receive birdcage coil
with an internal diameter of 38 mm. A pressure transducer for respiratory monitoring and
gating (used for shimming) was placed under the abdomen near the sternum. Anesthesia was
maintained with 2.0-3.0% isoflurane in pure oxygen to target a respiration rate between 80 and
120 BPM while heart rate and oxygen saturation were monitored with a pulse oximeter on the
right hindpaw and body temperature was maintained at 37.0°C with a rectal probe and a warm
air fan (SA Instruments, Stony Brook, NY). A 3D TFISP sequence was used to image the
whole mouse (except the tail), with isotropic voxels and FOV 70x36x36 mm, matrix size

256x192x192, resolution 270x190x190 pm, an asymmetric 500 us pulse with 30 degrees flip
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angle, TR/TE=4.8/2.4 ms, 83 kHz acquisition bandwidth, 8 frequency-shifted scans
reconstructed by square-root-of-sum-of-squares, for an acquisition time of 24 minutes.'

Mouse fat was manually quantified using ITK-SNAP. ">
Telemetry for ECG Recording

Telemetry was used to monitor and record ECG in conscious free moving
unanesthetized WT and 4dcy9°Y" mice. Mice were equipped with an ECG transmitter (ETA-
F10, DSI, St Paul, MN) for mice and electrodes were placed subcutaneously on the abdomen
in a conventional lead II position.'® Recordings were performed continuously at 1 KHz per
channel with IOX (version 2.8.0.17, EMKA Inc) 10 days post-surgery. ECGs were analyzed
for heart rate variability (HRV) according to the guide by Thireau et al.,'” and with the
software ECG Auto (version v3.3.0.25, EMKA Inc). Periods containing 1500 beats for day
time (6 AM to 6 PM) and night time (6 PM to 6 AM) were analyzed. Data were analyzed to
extract the time domain parameters RR interval and pNN(6), the latter representing the
percentage of RR intervals exceeding preceding ones by 6 ms or more and reflects

parasympathetic nervous system activity.!’
Body Weight Measurement and Feed Efficiency

Body weight was measured every week from the week of infection with AAVS-
Pcsk9P37Y and for a total of 16 weeks. Feed efficiency, the ratio of the weight gain to the

caloric intake (g/100kcal), was calculated for a total of 8 weeks during the atherogenic diet.
Statistical Analysis

Descriptive statistics for continuous variables were presented using the mean and
standard error of the mean. For continuous variables assessed at a single time point, groups of
mice were compared using Student t-tests, analysis of variance (ANOV A) models or Kruskal-
Wallis non parametric tests depending on the distribution of the variables. Categorical
variables were compared across groups using Fisher exact tests. For variables assessed at

different time points or under various conditions within mice, two-way or three-way repeated
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measures ANOVA models were used. These models included within and between factors, as
well as the corresponding interaction terms. Basic assumptions were always checked prior to
analysis. All tests were conducted at the 0.05 significance level with SAS version 9.4 (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA).
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3. Results
Adcy9 Inactivation Protects Against Atherosclerosis

First, we characterized the effect of the Adcy9°' modified target locus on Adcy9

expression in Adcy99'St mice. Using RT-qgPCR, we demonstrated that Adcy9 mRNA

9WT/St mice and by at least 90% in

expression in the heart was decreased by 50% in Adcy
Adcy95YSt mice compared to WT (Suppl. Figure 1A). In the skeletal muscle, where the
ADCY9 gene has been reported to be highly expressed,'®!” we observed that protein

9SGt mice compared to WT (Suppl. Figure 1A). Then, we

expression was abolished in Adcy
infected WT and Adcy95YS" mice with AAV8-Pcsk9™37"Y to induce hypercholesterolemia.
One week after infection and before the start of the atherogenic diet, plasma PCSK9
concentration was markedly increased from 0.1 pg/mL to 17.9+3.5 pg/mL in WT and
26.6£7.5 pg/mL in Adcy95YSt mice. PCSK9 concentrations increased to 71.0£19.1 ug/mL in
WT and 90.8+20.1 pg/mL in Adcy9YSt mice after 8 weeks of atherogenic diet, where they
stayed almost stable at 12 weeks (Suppl. Figure 1B). PCSK9P*7"Y induced a reduction of 90%
in hepatic LDL receptor expression that was similar in WT and 4dcy9°C* (Suppl. Figure 1C).
Plasma cholesterol levels rose from 3.840.3 mM in WT and 4.9+0.2 mM in Adcy9°'St to
44.5+6.7 mM and 42.4+5.1 mM (P=NS) at 16 weeks (Suppl. Figure 1D). Visualization of

96YGt mice had a similar

lipoprotein profile by chromatography showed that WT and Adcy
profile rich in HDL at baseline. PCSK9™77Y and the hypercholesterolemic diet induced an
atherogenic redistribution of cholesterol out of HDL particles and into VLDL and LDL

particles in both types of mice (Suppl. Figure 2).

At sacrifice, aortas showed 11.3+2.1% of the surface of the intima covered with
atherosclerotic lesions in WT mice compared to 3.8+0.6% in Adcy9°YSt mice (P<0.01, Figure
1A), a reduction of 65%. Cross-sectional quantification showed a numerical reduction of
plaque area all along the aortic root by Adcy9 inactivation (P=0.07 at 500 um, Figure 1B).
Brachiocephalic arteries are the site in mice where plaques are more complex and prone to
rupture,”” Figure 1C shows that all WT animals had plaques in the brachiocephalic arteries in

contrast to Adcy9°YS" mice (100%, versus 50%, P<0.05). The plaques in WT mice also
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presented more frequently fibrin deposits at their surface (P=0.06) and cap ruptures compared

to Adcy9°'“* mice (Figure 1C).

Adcy9 Inactivation Reduces CD68-Positive Macrophage (foam cell) Accumulation and

their Proliferation in Atherosclerotic Lesions

CD68-positive foam cells, a key constituent of atherosclerotic plaques, represented
19.0+£1.9% and 11.442.1% of the lesion area in WT and Adcy9°YC! mice, respectively (P<0.05,
Figure 2A). In addition, in situ hybridization showed Adcy9 expression in atherosclerotic
lesions at sites of foam cell accumulation (Figure 2B). Immunofluorescence detection of Ki67
revealed that proliferation of CD68-positive foam cells was significantly decreased in

Adcy95YSt compared to WT (P<0.05, Figure 2C).
Adcy9 Inactivation Potentiates Endothelial Function

Endothelial-dependent vasodilatation to ACh in untreated animals (no AAVS-
Pcsk9™377Y and no atherogenic diet) was potentiated in the femoral arteries of Adcy9°7C' mice
compared to WT (P<0.01, Figure 3A); in contrast, endothelial-independent vasodilation to the
nitric oxide donor SNP was similar in both groups (Figure 3A). Adcy9 inactivation also
potentiated endothelial-dependent vasodilatation in response to increased shear stress (10
dynes/cm?) compared to WT (42.3+7.1% versus 28.2+6.3%, P=0.13, Figure 3B). There was
no difference detected between untreated mice (no AAVS8-Pcsk9*’"Y and no atherogenic diet)
when the aorta was evaluated (data not shown). In femoral arteries from atherosclerotic
animals (AAV8-Pcsk9”3"Y and atherogenic diet), both endothelial-dependent (ACh-induced)

95YGt mice compared to WT

and endothelial-independent vasodilatation were increased in Adcy
(P<0.05, Figure 3C). Similar numerical benefits were observed in the aorta of animals treated
with the AAV8-Pcsk937"Y and atherogenic diet when comparing Adcy95YSt to WT mice

(P=NS, Figure 3D).

Selective pharmacological blockade of the signaling pathways responsible for
endothelial-dependent vasodilatation®! was then used to identify the mechanism responsible

for the improvement observed in Adcy9°Y“t mice. The nitric oxide synthase blocker L-NNA
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inhibited significantly ACh-induced vasodilatation both in WT and Adcy95YS* mice (P<0.01),

956t mice (Figure

but flow-mediated vasodilatation was numerically reduced only in Adcy
3E). In contrast, the cyclooxygenase (responsible for production of prostacyclin) blocker
meclofenamate or the cocktail of endothelial-dependent hyperpolarization blockers (TRAM-
34 and apamin), inhibited ACh-induced endothelial-dependent vasodilatation in Adcy9°Vct

mice (P<0.01 for both pathways, Figure 3F) but not in WT mice.

Adcy9°YSt mice are systemically inactivated for Adcy9 making it difficult to identify a
direct role in vascular tissue that could be associated with the observed potentiated endothelial
function. Therefore, Adcy9 mRNA expression was studied by in situ hybridization on
histological sections and was demonstrated in the femoral artery wall. Specificity of the
Adcy9 mRNA signal was confirmed by absence of dots with the negative control probe
(Figure 3G).

Adcy9 Inactivation Increases Body Weight and Adipose Tissue Volume

Adcy9°YSt mice gained more weight than WT animals from weeks 3 to 16 of
atherogenic diet, to reach weights of 45.1£2.4 g and 33.5+1.2 g respectively (P<0.01, Figure
4A). MRI performed at week 14 showed that Adcy95YSt mice presented more adipose tissue
than WT (Figure 4B), with a doubling of total body adipose tissue volume in Adcy9°YSt mice
(9.5+1.2 cm®) compared to WT (4.3+0.4 cm®, P<0.01, Figure 4C). This increase was
confirmed by the larger inguinal, perirenal, epididymal and interscapular fat depots (Figure
4D). Histological sections showed that Adcy9 inactivation resulted in hypertrophic adipocytes
in epididymal white adipose tissue and larger lipid droplets in interscapular brown adipose
tissue (Figure 4E). No significant change in blood glucose or insulin concentrations was

observed in response to the atherogenic diet and increased fat deposits (data not shown).
Adcy9 Inactivation Modulates Autonomic Nervous System Activity

Given the differences in weight gain between Adcy9°US' and WT mice, feed efficiency
defined as the ratio of weight gain over energy intake was evaluated over the same period of

time. With the atherogenic diet, Adcy9°YS' mice showed a significant increase in feed
g y g
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efficiency (1.2+0.1 g/100 kCal) compared to WT (0.6+0.1 g/100 kCal, P<0.01, Figure 5A).
This indicates that the control of energetic balance, which is dependent on the autonomic
nervous system, is modified by Adcy9 inactivation. Therefore, we evaluated autonomic
nervous system activity by measuring heart rate variability by telemetry in WT and Adcy9°vCt
mice. The RR interval was increased in 4dcy95YS mice (135+3 ms) compared to WT mice
(125+2 ms, P=0.05, Figure 5B). Nocturnal heart rate was lower in Adcy95YS' mice (449+10
bpm) compared to WT mice (484+10 bpm, P=0.06). Increased parasympathetic activity was
also demonstrated by pNN(6), representing the percentage of RR intervals exceeding
preceding ones by 6 ms or more,!” which was higher during the night period in Adcy9°YC mice

(21.6%2.4%) compared to WT (14.5+£2.2%, P<0.05, Figure 5C).
Adcy9 Inactivation-Induced Atheroprotection is Lost in Mice Expressing CETP.

In order to study the interactions between Adcy9 and CETP expression, we repeated the
experiments in the presence of CETP by crossing transgenic mice for the human CETP
minigene (CETP™T) with Adcy9°'C" mice to obtain animals with CETP and inactivated for
Adcy9 (CETP®Y). We then submitted both types of mice (CETPY'T and CETP®) to the
previously described atherogenic protocol (involving AAV8-Pcsk9”377Y injection and
atherogenic diet). CETP"" and CETP®' mice developed similar atherosclerotic lesions that
covered 11.8+1.8% and 8.6+1.9% of the intima area, respectively (P=NS, Figure 6A). Figure
6B compares percentage of lesion area in the whole aorta in WT, Adcy9°YS", CETPVT and
CETP®' to emphasize the absence of atheroprotection in CETPS' mice compared to Adcy9°vCt
mice (P<0.05). These results indicate that Adcy9 does not significantly affect atherosclerosis

development in presence of CETP.

Adcy9 Inactivation-Induced Endothelial Function Protection is Lost in Mice Expressing
CETP

Given the loss of Adcy9 inactivation-induced atheroprotection when the CETP gene is
itroduced, we studied vasodilatation to ACh and SNP in femoral arteries from atherosclerotic

CETPY" and CETP® (Figure 7). Adcy9 inactivation no longer modified endothelial-
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dependent vasodilatation in response to ACh when CETP was present (Figure 7). However,
SNP-induced vasodilatation remained potentiated by Adcy9 inactivation in mice with CETP
(P<0.01for CETPS" versus CETPYT, Figure 7). These results suggest that the atheroprotective
effect of Adcy9 inactivation in the absence of CETP is associated with their role in the

regulation of endothelial function.

Adcy9 Inactivation-Induced Gains in Body Weight and Adipose Tissue Volume are Lost
in Mice Expressing CETP.

To further study the interactions between Adcy9 and CETP, we investigated the effect
of Adcy9 inactivation on body weight change in mice expressing CETP during the atherogenic
treatment. CETPYT and CETP®' mice had similar progression of body weight upon
atherogenic treatment (Figure 8A). At sacrifice, their weights (CETPWV': 34.1+1.1 g; CETPS":
35.3%1.5 g) were similar to that of WT animals (33.5+1.2 g) and significantly lower than the
weight of Adcy9°YCt mice (45.1+2.4 g, P<0.01, Figure 8). At week 14, adipose tissue volumes
on MRI were similar in CETPV! (4.1£0.5 cm®) and CETPS" mice (5.4+0.7 cm’®, Figure 8B).
These results demonstrate that Adcy9 and CETP also interact in the regulation of weight and

adiposity.
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4. Discussion

The results of this study show that, in mice that naturally lack CETP activity, ADCY9
inactivation protects against atherosclerosis, reduces macrophage accumulation and
proliferation in the arterial wall, improves endothelial function, increases feed efficiency, and
modulates autonomic nervous system activity. These effects of ADCY9 inactivation are not

seen in the presence of CETP, and the results therefore demonstrate interactions between

ADCY9 and CETP.

Our findings support the results from the dal-Outcomes and dal-Plaque-2 clinical

7-22 in which a pharmacogenomic interaction was observed between ADCY9 and CETP.

trials,
Indeed, the genotype at rs1967309 in the ADCY9 gene determined responses to the CETP
inhibitor dalcetrapib but not to placebo. These responses included clinical events (coronary
heart disease death, myocardial infarction, stroke, hospitalization for unstable angina, and

coronary revascularization) and carotid atherosclerosis changes on imaging.

Our results offer insights into the underlying mechanisms for the interactions between
ADCY9 and CETP. The reduction in atherosclerosis caused by ADCY9 inactivation in the
absence of CETP was related to the reduced accumulation of CD68-positive macrophages in
the arterial wall, which in turn was due in part to their decreased proliferation. The reduced
accumulation and proliferation of macrophages are concordant with the ADCY9 genotype-
dependent changes in the inflammatory biomarker C-reactive protein that were previously
reported with dalcetrapib.” Of note, Adcy9 expression has previously been associated with
regulation of inflammatory processes such as chemoattraction.’* ?* In addition, inhibition of
macrophage Adcy9 expression was previously shown to decrease IL-6 expression.”> Because
changes in endothelial cell activation and functions may be responsible for these observations
and endothelial dysfunction is one of the earliest event in atherosclerosis initiation,*® we

evaluated endothelium-dependent vasoreactivity in two arterial beds.

Both endothelial-dependent and endothelial-independent vasodilatations of the femoral
artery and aorta were improved in mice inactivated for Adcy9 in the absence of CETP when
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submitted to the atherogenic protocol. This suggests that the protection offered by Adcy9
inactivation extends to vascular smooth muscle cells. To show that effects on endothelial
function precede atherosclerosis development in Adcy9YSt mice, we evaluated animals not
exposed to the AAVS8-Pcsk9”%7"Y injection/atherogenic diet protocol and demonstrated
enhanced endothelial-dependent vasodilatation of femoral arteries. In order to determine the
endothelial signaling pathways responsible for this increased vasorelaxation, selective
pharmacological blockade was used. Blockers of the nitric oxide, cyclooxygenase (responsible
for the production of prostacyclin) and endothelial-dependent hyperpolarization pathways
administered separately all caused greater inhibition of vasodilatation in Adcy9°YS" mice
compared to WT animals. These pharmacological results demonstrate that all three of these
activated endothelial cell signalling pathways are involved in the benefits of Adcy9

inactivation on endothelial function in the absence of CETP activity.

Adcy9°YSt mice (without CETP) weighed approximately 12 g more than WT animals at
the end of follow-up, and this was caused mostly by increased adipose tissue volume. There
was no associated change in blood glucose or insulin concentrations, suggesting that the
weight gain in response to Adcy9 inactivation does not modify insulin sensitivity. This is
concordant with the ADCY9 rs1967309 genotype-dependent changes in weight that were in
the opposite direction to atherosclerosis-related outcomes in dalcetrapib-treated patients of the
dal-Outcomes trial.® Other ADCY9 polymorphisms have also been associated with obesity
phenotypes in another large clinical study.?’” Feed efficiency was significantly increased in
Adcy95YSt mice, suggesting that changes in autonomic nervous system activity (which controls
energetic balance’®*”) might be involved. Indeed, the cardiac RR interval was longer (hence
the lower heart rate) in Adcy9°YCt than in WT mice. To confirm this change in autonomic
nervous system activity, we evaluated the pNN(6) time-domain parameter of heart rate
variability.!” In accordance with cardiac RR and heart rate results, the increase in pNN(6)

9Gt/Gt

suggests increased (beneficial) parasympathetic activity in Adcy mice compared to WT

animals.
Given that ADCY9 activity is regulated by G-protein coupled receptors including the
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beta-adrenergic receptor, additional work (including with pharmacological blockers) will be
necessary to determine whether sympathetic tone is also modified in Adcy9°'Ct mice.
Changes in autonomic nervous system activity could be highly relevant to our study findings:
Increased parasympathetic tone may have contributed to reduced macrophage accumulation
and proliferation through the well-known cholinergic anti-inflammatory pathway.*°
Furthermore, altered sympathetic drive could explain the apparent paradox of opposite

changes in weight and in cardiovascular responses.

The loss of the above-mentioned effects of ADCY9 inactivation on atherosclerosis,
endothelial function and weight when the CETP gene was introduced in mice is a key finding
of the current study, which is concordant with the absence of 4DCY9 genotype-dependent
differences in the placebo group of the dal-Outcomes and dal-Plaque-2 trials.®” Furthermore,
the modulation of autonomic nervous system activity by ADCY9 inactivation, in the absence
of CETP, raises the intriguing possibility of central nervous system effects of CETP-induced
changes in lipoprotein metabolism. Accordingly, we have recently observed that plasma-
borne fluorescently-labelled HDL crosses the blood-brain barrier to reach the mouse brain (see

Supplementary Figure 3).

In conclusion, our study demonstrates that Adcy9 inactivation protects against
atherosclerosis, but only in the absence of CETP activity. This atheroprotection may be
explained by decreased macrophage accumulation and proliferation in the arterial wall,
improved endothelial function and altered autonomic nervous system activity. The ongoing
Dal-GenE pharmacogenomics-guided clinical trial is testing whether patients with coronary
disease and the favourable ADCY9 genotype will benefit from CETP inhibition with

dalcetrapib in terms of improved clinical cardiovascular outcomes.
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Figure 1. Adcy9 inactivation protects from atherosclerosis. (A) Aortas were mounted en face
and lesions containing lipids were stained with Oil Red O before imaging. Percent
atherosclerotic lesion area was expressed as the percentage of the intima area positive for Oil
Red O staining. Images on the right show representative Oil Red O stained aortas from WT
and Adcy9YSt mice. ** P<0.01 (B) Aortic roots from WT and Adcy9°'St mice were
sectioned and stained with Oil Red O. Oil Red O-stained lesion area was quantified from the
base of aortic valve sinus to 500 um more distally in the aortic root. Images are representative
sections 100 um down from the base of the sinus. Scale bar: 200 um. (C) Brachiocephalic
arteries were sectioned and stained using the Carstairs’ method.[181] Images on the right
show representative sections for WT and Adcy95YS! mice. Arrows indicate presence of fibrin
and arrowhead indicates presence of break in the plaque cap. *, P<0.05, #, P=0.06. Scale bar:
60 pm.
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>

N
o
*

N
o

DAPI

-
(3]

-
o

CD68" cells
(% of lesion area)

[3,]

0-

WT Adcy9°tet . . Y

(@)

60-

IS
i

section

204

Ki67*CD68" cells per

WT Adcy9®ct

Figure 2. Atheroprotection induced by Adcy9 inactivation is associated with decreased CD68-
positive macrophage (foam cell) content and proliferation in atherosclerotic lesions. (A)

9Gt/Gt

Immunostaining for CD68 in aortic root sections from WT and Adcy mice. Images on

the top right show representative detection of CD68 labeling in green for WT and Adcy9°vct
mice. DAPI detection of the nuclei is represented in blue. *, P<0.05, Scale bar: 200 um. (B)
Detection of Adcy9 mRNA expression by in situ hybridization in aortic root plaque where
CD68-positive foam cells are present. A section of the left image is magnified on the right
image. Arrowheads point to dots for Adcy9 expression that mostly colocalize with

hematoxylin-stained nucleus. Scale bar is 50 um for image on the left and 10 um for image on

the right. Images are representative experiments performed in three mice. (C) Quantification
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of double-immunostained cells (arrows) with CD68 and Ki67 markers in aortic root section.
Images on the right are representative of immunostaining for CD68 (red) and Ki67 (white).
DAPI detection of nuclei is represented in blue, and green represents elastin autofluorescence.

Arrows point to proliferating macrophages (foam cells); *, P<0.05. Scale bar: 50 um.
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FIG. 3
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Figure 3. Adcy9 inactivation potentiates endothelial function. (A) Endothelial-dependent
vasodilatation to ACh and endothelial-independent vasodilation to SNP in femoral arteries
from untreated (no AAVS-Pcsk9P*"’Y and no atherogenic diet) WT and Adcy95YS" mice (**,
P<0.01). (B) Flow-mediated vasodilatation in femoral arteries of untreated mice. (C) and (D)
Vasodilatory responses to ACh and SNP in pressurized femoral arteries and in aorta rings
from WT and Adcy9°YCt mice treated with the atherogenic protocol (*, P<0.05). (E)
Vasodilatation to ACh or flow in absence or presence of NO synthase inhibitor L-NNA in
pressurized femoral arteries from untreated WT and Adcy9°YSt mice (**, P<0.01). (F)
Vasodilatation to ACh in absence or presence of cyclooxygenase inhibitor meclofenamate or
endothelial-dependent hyperpolarization pathway blockers TRAM34 and apamin (**,
P<0.01). (G) In situ hybridization for detection of Adcy9 mRNA, performed on sections of
femoral arteries, shows the presence of dots (arrowheads) that are absent when sections were
incubated with the negative control probe. Images are representative experiments performed in

four mice. Scale bar 50 pm.
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FIG. 4
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Figure 4. Adcy9 inactivation increases weight gain and adipose tissue volume upon treatment
with an atherogenic diet. (A) Body weight progression of WT and Adcy9°YS" mice over 16

weeks (**, P<0.05 starting at week 3). (B) Representative pictures from whole body MRI of
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WT and Adcy9°YSt mice acquired during the 14" week of exposure to the atherogenic diet.
The bright white signal represents adipose tissue. (C) Volume of adipose tissue measured by
segmentation of MRI images (**, P<(0.01). (D) Representative images of fat tissue from WT
and Adcy9°YS" mice that were collected at the interscapular, inguinal, perirenal and epididymal
sites. Gauge is a centimeter scale. (E) Hematoxylin and eosin staining of adipose tissue
sections show increased epididymal adipocyte size and larger lipid droplets in interscapular

9Gt/Gt

brown fat in Adcy mice compared to WT animals (scale bars: left: 200 um, right 100

pum).
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ECG were recorded by telemetry in WT and Adcy9°YS! mice. Heart rate was measured for 12-

hour periods during the day and night-time. (C) Heart rate variability analysis in the time

domain. pNN(6) is the percentage of RR intervals exceeding preceding ones by 6 ms or more

and reflects parasympathetic nervous system activity (*, P<0.05).
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Figure 6. Atheroprotection induced by Adcy9 inactivation is lost in mice expressing CETP.

(A) Atherosclerosis development was measured in CETPY! and CETP®' treated with the

atherogenic protocol.

Aortas were mounted en face and stained with Oil Red O before

imaging. Percent atherosclerotic lesion area was expressed as the percentage of the intima
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area positive for Oil Red O staining. Images on the right show representative aortas, with
lesions containing lipids revealed by Oil Red O staining. (B) Percent atherosclerotic lesion
area in en face aorta in WT, Adcy95YSt, CETPYT and CETP®! mice (**, P<0.01; *, P<0.05).

Figure 6B was constructed with results from 1A and 6A.
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Figure 7. Adcy9 inactivation-induced endothelial function protection is lost in mice expressing
CETP. Endothelial-dependent vasodilation to ACh is not modified by Adcy9 inactivation in
atherosclerotic mice transgenic for CETP. Vasodilatation to ACh (left) and SNP (right) of
pressurized femoral arteries from CETPYT and CETP®' mice treated with the atherogenic

protocol (right **, P<0.05).
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FIG. 8
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Figure 8. Adcy9 inactivation-induced gains in body weight and adipose tissue volume are lost
in mice expressing CETP. (A) Evolution of body weight in WT, Adcy9°'S, CETPVT and
CETP®" mice treated with the atherogenic protocol. Adcy9 inactivation does not modify
weight gain in atherosclerotic mice transgenic for CETP (**, P<0.05 from week 3 and after
for WT versus Adcy9°USt and for Adcy9°YSt versus CETPSY). (B) Volume of adipose tissue
measured by segmentation of MRI images in WT, Adcy95YS", CETPYT and CETP' mice (**,
P<0.01; *, P<0.05).
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9. Supplementary data

Suppl. FIG. 1
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Suppl. Figure.l (A) A) Expression of Adcy9 is inactivated in Adcy9°YSt mice. (Left)
Quantification by RT-qPCR of Adcy9 mRNA expression in the mouse heart in untreated WT,
Adcy9VT'St and Adcy9°YSt mice. (Right) Inactivation of adenylate cyclase type 9 (AC9)
protein expression in the dorsal muscle of untreated Adcy9°USt compared to WT. Protein
loading was controlled by blotting for B-actin. Each lane of the blot is for one mouse. This
blot is representative of two independent experiments. (B) Plasma PCSK9 concentration in
WT and Adcy9°YS' mice infected with AAVS-Pcsk9P*77Y and treated with an atherogenic diet.
Baseline is for plasma PCSK9 concentration before infection with AAV8-Pcsk9P377Y. “Start
of atherogenic diet” is for plasma PCSK9 concentration in mice infected with AAVS-
Pcsk9P¥7Y one week before and prior to the start of treatment with the atherogenic diet. Week
8 and Week 12 are for plasma of mice infected with AAV8-Pcsk9P*"7Y and fed an atherogenic
diet for 8 and 12 weeks. (C) Effect of AAV8-Pcsk9™3"7Y infection on liver LDLR expression
studied by Western-blot in WT and Adcy9°YS mice fed an atherogenic diet for 16 weeks.
Control mice were injected with saline. Each lane of the blot is for one mouse. (D) Plasma
total cholesterol in WT Adcy9°S', CETPYT and CETP®! mice infected with AAVS-Pcsk9P377Y
and fed an atherogenic diet. Baseline is for the total plasma cholesterol concentration before

infection with AAV8-Pcsk9377Y. Start of atherogenic diet occurred one week after infection.
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Suppl. Figure 2: AAVS-Pcsk9P¥7’Y infection and atherogenic diet generate similar

atherogenic lipoprotein profiles in WT and Adcy9°Vct

mice. Lipoprotein profiles for WT (left)
and Adcy95YSt (right) at baseline and at sacrifice after 16 weeks of atherogenic diet. Isolated
mouse plasma from a pool of five mice was directly injected into an Agilent 1200 HPLC with
a Superose 6 gel filtration FPLC column. Cholesterol was visualized using in-line detector at

500 nm.

Suppl. FIG.3

HDL B

Suppl. Figure 3: Detection of tail-vein-injected fluorescently-labeled HDL in the mouse
brain. HDL were purified from mouse blood by ultracentrifugation and apolipoproteins were
labeled with Alexa Fluor 546. Mice were injected (iv) with PBS or 1.5 mg of fluorescently-
labelled mouse HDL 2 hours before sacrifice. At sacrifice, mice were extensively perfused to
clear the tissue from Alexa 546 stained-HDL present in blood. One mm-thick brain sections
were obtained using a mouse brain matrix (KOPF instruments, Tujunga, CA) and imaged for
fluorescence with a Caliper IVIS Lumina II multispectral imaging system (Perkin Elmer,

Waltham, MA). Yellow color indicates higher intensity of fluorescence.
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Discussion

Le syndrome coronarien, [Iinfarctus, les anévrismes et autres maladies
cardiovasculaires sont majoritairement la conséquence du développement et de la progression
de I’athérosclérose [1]. L athérosclérose est I'une des premicres causes de déces dans les pays
industrialisés [1]. On estime, aux Etats-Unis seulement, que prés de 16 millions d’individus
sont atteints d’une maladie faisant suite a son développement [2]. La recherche ciblant les
mécanismes contribuant a la formation et a la progression de I’athérosclérose demeure donc
primordiale. Parmi ces cibles potentielles, de nombreuses études cliniques se penchent sur le
role des HDL et leurs roles protecteurs dans I’inflammation, sur la fonction endothéliale et le
transport inverse du cholestérol [109, 110]. Un ratio HDL/LDL élevé a été démontré pour étre
bénéfique dans le traitement des lésions athérosclérotiques [109]. Les molécules ciblant
I’inhibition de la protéine de transfert des esters de cholestérol (CETP), qui est responsable de
I’échange de cholestérol entre les HDL et les lipoprotéines de type apoB, font parties des
thérapies étudiées. Le dalcetrapib est un inhibiteur de la CETP [117, 184]. Précédemment,
I’é¢tude Dal-OUTCOMES a permis de déterminer qu’une augmentation de 30% du contenu en
cholestérol dans les HDL était observable chez les patients traités au dalcetrapib [184]. Cette
augmentation n’apportait cependant aucun bénéfice significatif [184]. Ces observations étaient
similaires aux résultats négatifs obtenus par de nombreuses autres études cliniques sur les
thérapies HDL [117, 181]. De tels résultats pourraient s’expliquer par la variabilité génétique

des patients et de I’effet de celle-ci sur la réponse thérapeutique [184].

Une ¢étude d’association pangénomique (GWAS) a permis d’identifier des
polymorphismes associés aux réponses cliniques des patients au traitement avec le dalcetrapib.
I a ainsi été montré une diminution de pres de 39% des événements cardiovasculaires chez les
patients possédant le variant A a I’état homozygote pour rs1967309 situé¢ dans I’intron 2 du
géne ADCY9, lorsque comparé a un traitement placebo. Au contraire, les patients possédant le
variant G a I’état homozygote pour rs1967309 présentaient une augmentation des éveénements
cardiovasculaires, lorsque traités au dalcetrapib. L’analyse biochimique chez ces patients a

¢galement révélé une augmentation de 18% des concentrations CRP chez le groupe GG, alors
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qu’une diminution se démarquait plutot chez les AA. De plus, I’efflux de cholestérol chez les
patients dont le génotype était AA était augmenté, correspondant a une réponse positive au
traitement, alors qu’aucune différence n’était notable chez les GG. La présence du variant AA
pourrait donc étre associé a une réponse athéroprotectrice. Or, le lien entre ADCY9 et la
CETP, qui est la cible du dalcetrapib, n’a pas encore été ¢lucidé. La découverte d’un variant
du géne ADCY9 impliqué dans la réponse au dalcetrapib nous a conduit a nous interroger sur
la fonction d’Adcy9. Un modele de souris inactivé pour Adcy9 a été développé afin de
permettre cette étude. Nous avons ainsi étudi¢ l’effet de I’inactivation d’Adcy9 sur le
développement de I’athérosclérose et de son association avec I’expression de la CETP.
L’utilisation de souris inactivées pour Adcy9 a permis d’identifier d’importantes fonctions du
geéne. L’utilisation ultérieure de souris transgéniques humanisées pour exprimer le geéne de la
CETP a par la suite permis de reproduire les observations biologiques qui avaient été
soulevées dans I’¢tude Dal-OUTCOMES et d’ainsi conclure a une interaction entre ADCY9 et

la CETP, en présence de dalcetrapib.

L’inactivation de ’expression du geéne est rendue possible par I’insertion d’un vecteur
d’inactivation dans le géne cible. L’inactivation utilise le principe du gene-trapping. La
premi¢re partie de la cassette comprend un site d’épissage, de méme qu’un site de
polyadénylation, afin de permettre ’obtention d’'un ARNm tronqué et non-fonctionnel [189].
Cette premicre partie remplit le role de I’inactivation [189]. La seconde partie de la cassette
consiste a permettre la transcription d’une séquence d’acquisition, afin de permettre la
localisation de I’insertion dans le geéne [189]. L’insertion du vecteur d’inactivation s’est
effectuée au niveau du 2° intron du geéne. Afin de valider I’inactivation de notre modéle, nous
avons quantifi¢ I’expression d’Adcy9 par RT-qPCR. Dans le cceur, ’expression diminuait de
50% chez les animaux ayant un seul alleéle d’inactivé, alors que chez les animaux
homozygotes, 1’inactivation était d’au moins 90% par rapport aux souris WT. Nous avons
¢galement validé I’inactivation de la protéine au niveau du muscle squelettique, considérant
qu’Adcy9 y est hautement exprimée chez I’homme [171, 172]. La quantification protéique a
ainsi démontré que la mutation Adcy9" entrainait la perte de I’expression de la protéine, celle-

ci n’étant pas observable chez les souris Adcy9°YCt par rapport aux WT. L’inactivation par
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gene-trapping était donc bien efficace. L’obtention de résultats quant a I’expression protéique
d’Adcy9 a été limitée par les quantités restreintes de sérum de rats immunisés et utilisé a titre

d’anticorps.

Le développement de I’athérosclérose du modele inactivé pour Adcy9 s’est fait sans
modification de la lignée germinale. Les souris WT ou inactivées pour Adcy9 ont été injectées
avec un vecteur viral exprimant la protéine PCSK9 avec une mutation de gain de fonction.
PCSKO entraine la dégradation lysosomale des rLDL [190]. PCSK9 est connu pour réguler
I’homéostasie lipidique [190]. L’utilisation de ce vecteur viral exprimant PCSK9 pour la
dégradation des rLDL et I’induction d’une hypercholestérolémie a déja été¢ éprouvée [190].
Dans cet article, une premiere étape de validation avait été effectuée afin de s’assurer que le
vecteur viral affectait uniquement 1’homéostasie lipidique. L’expression de PCSK9 avait ainsi
¢été remplacée par ’expression de la luciférase (AAV-Luc) [190]. L’analyse par FPLC des
animaux injectés avec ce vecteur viral démontrait ainsi un profil lipoprotéique riche en HDL,
caractéristique de la souris [190]. Les animaux injectés avec AAV-PCSK9P', quant a eux,
présentaient un profil typique d’une hypercholestérolémie, avec d’importants pics
correspondant aux VLDL et aux LDL et une diminution de leurs HDL [190]. Nous avons opté
pour cette technique, l’utilisation d’un vecteur viral permettant notamment d’éviter de
nombreux croisements de lignées de souris. Nous avons dans un premier temps analys¢ les
niveaux plasmatiques de PCSK9 chez nos animaux. Nos analyses nous ont permis de
déterminer que les niveaux plasmatiques de PCSK9 chez nos deux groupes de souris, 8
semaines apres 1’infection. Les valeurs sont supérieures a ce qui a été précédemment répertori¢
dans d’autres études, les animaux exprimant des niveaux de PCSK9 plasmatique variant entre
40 a 50 pg/mL, soit des valeurs en cholestérol moitié moins concentrées [139]. Ces
différences peuvent s’expliquer par la dose virale injectée qui était inférieure a la dose que
nous avons administrée a nos animaux (5.0x10'"" particules virales vs 6.5x10'" particules
virales respectivement) [139]. De plus, la diéte sur laquelle les animaux ont été traités était
¢galement différente. Il est donc possible que la dicte de type Western influence les niveaux
d’expression de PCSK9, par rapport a une dicte de type Paigen. Nous avons observé, par

exemple, que nos animaux infectés et traités avec une diete de type Western développaient de
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fagon similaire des Iésions athérosclérotique, et ce, peu importe le génotype. Les Iésions
étaient également moins importantes que sur la di¢te de type Paigen (données non présentées).

Aucune plaque n’a été observée chez les animaux non infectés (données non présentées).

Nous avons validé I’effet de la surexpression de la protéine PCSK9 en quantifiant les
niveaux de rLDL hépatiques par immunobuvardage. La quantification a permis de déterminer
une dégradation de prés de 90% des rLDL présents au niveau du foie. Cette réduction
correspond également a ce qui a été précédemment répertorié [139, 190]. Toujours dans
I’optique de valider notre modele pour 1’étude de I’athérosclérose, nous avons également
controlé les niveaux de cholestérol totaux, la dégradation des rLDL induisant une
hypercholestérolémie, qui est un facteur déterminant dans le développement de
I’athérosclérose. Nous avons ainsi pu observer que les concentrations en cholestérol total
étaient significativement plus élevées entre la semaine de traitement initial et la 16° semaine.
De plus, les résultats étaient similaires entre les génotypes. Ces concentrations sont également

- traitées sur une diéte

similaires a ce qui est retrouvé dans la littérature, chez des souris rLDL
HC, moyennant les 40 mM [191, 192]. Enfin, nous avons également étudié le profil
lipoprotéique de ces animaux, le dosage en cholestérol permettant d’obtenir les concentrations
totales en cholestérol et non pas sa distribution dans les fractions lipoprotéiques. Dans un
premier temps, 1’analyse de ces fractions a ainsi permis d’observer que le profil FPLC des
souris non infectées n’était pas modifié. Les souris WT et Adcy9°VSt démontrent un profil
similaire en conditions basales, soit riche en HDL. L hypercholestérolémie qui a été induite a
par la suite entrainé une modification de ce profil chez les deux génotypes de souris, se
dessinant sous la forme d’une redistribution typiquement athérogénique, avec d’importants
pics en VLDL, LDL et une légére diminution des HDL [193]. Cette redistribution concorde

avec ce qui avait été observé par différents groupes, en réponse a I’infection de leurs animaux

avec AAV-PCSK9PY [139, 190].

Dans des aortes entiéres montées en face, une diminution des 1ésions dans 1’intima a

9Gt/Gt

été observée chez les souris Adcy en comparaison aux WT, pour une diminution de pres

de 65% (Figure 1A de Darticle). La mesure de la surface des Iésions de la racine aortique,
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normalisée sur sa surface totale ne démontrait pas de différence significative entre les deux

groupes de souris. Une tendance a la baisse a cependant été observée chez les Adcy95VS! e

n
comparaison aux WT tout au long de la racine aortique. Ces résultats peuvent s’expliquer par
I’avancement du développement des Iésions chez nos animaux. Apreés 16 semaines de
traitement, 1’athérosclérose observée est importante. Il est possible que la protection due a
I’inactivation d’Adcy9 soit moins effective passée un certain stade de I’affection. Néanmoins,

la quantification des Iésions athérosclérotiques a ainsi permis de déterminer a une

athéroprotection dépendante de I’inactivation d’Adcy9.

Nous avons également étudié les Iésions dans les brachiocéphaliques, ces dernicres
¢tant plus susceptibles a une rupture de plaque [194]. Cette mesure permet de déterminer
I’effet de ’expression d’un géne pour des stades plus avancés de 1’athérosclérose [194]. Nous
avons ainsi pu observer qu’une plaque athérosclérotique était présente chez I’ensemble des
souris WT. Prés de la moitié de ces animaux démontraient une rupture de 1ésion, visible par la
présence de fibrine. Ces observations traduisent I’avancement important du développement
des 1ésions. Chez les Adcy9°VS", la présence de 1ésions au sein des brachiocéphaliques étaient
diminuée de pres de 50%. Chez les animaux atteints, peu de fibrine et de rupture de plaque ont
été observées. Ces derniers résultats renforcent nos conclusions quant a [effet
athéroprotecteur résultant de I’inactivation d’Adcy9. Les souris inactivées Adyc9 présentent

moins de plaques, et les plaques présentes ont des stades de développement moindres.

Nous avons recherché les mécanismes impliqués dans les effets pro-athérosclérotiques
d’Adcy9. Nous savons que le développement des 1ésions athérosclérotiques est dépendant de
I’accumulation de cellules spumeuses [32, 69]. Cette accumulation pourrait étre fonction de
plusieurs mécanismes cellulaires : le recrutement de monocytes, qui se différencient en
macrophages et se transforment en cellules spumeuses suite a I’internalisation des oxLDL
[41], une différenciation des cellules musculaires lisses [70], ou encore une prolifération au
sein de la plaque, suite a leur intégration dans celle-ci [69]. Nous avons analysé les plaques
athérosclérotiques présentes dans la racine aortique au moyen de différents marqueurs

histologiques. Nous avons quantifi¢é la présence de cellules spumeuses en détectant par

87



immunofluorescence CD68, un marqueur spécifique des macrophages. L’analyse a révélé une

diminution de 60% de la présence de cellules spumeuses, en réponse a I’inactivation d’Adcy?9.

En I’absence d’anticorps validé pour la détection d’Adcy9, nous avons recherché
I’expression d’Adcy9 dans les plaques de la racine aortique, au moyen d’une hybridation in
situ. Nous avons observé une expression du gene dans les régions ou les lésions se
développent suite a I’accumulation des cellules spumeuses. Cette détection suggere que
I’expression d’Adcy9 dans les cellules de la plaque pourrait étre impliquée dans le

développement des Iésions.

Par la suite, nous avons recherch¢ un mécanisme impliqué dans la diminution de
I’accumulation des cellules spumeuses dans les lésions aortiques. Nous avons €mis
I’hypothese que la diminution de I’accumulation de cellules spumeuses pourrait étre associée a
une diminution de leur prolifération [69]. Nous avons analysé les 1ésions athérosclérotiques au
moyen d’un co-marquage de CD68 et de Ki67, qui est un marqueur de prolifération cellulaire
[195]. Nous avons observé une diminution significative des marqueurs de prolifération sur les
cellules spumeuses, chez les A4dcy95YS. Ces derniers résultats nous ont permis de déterminer
que I’athéroprotection en réponse a I’inactivation d’Adcy9 était associée a une diminution de

la prolifération des cellules spumeuses, diminuant leur accumulation.

La dysfonction endothéliale joue un rdle clé dans I’initiation du développement des
lésions athérosclérotiques [15, 196]. Afin d’évaluer la fonction endothéliale, nous avons étudi¢
la vasodilatation dépendante de I’endothélium. Nous avons donc étudié la fonction
endothéliale en réponse a I'inactivation d’Adcy9, afin de déterminer son implication dans
I’initiation de 1’athérosclérose. Nous avons étudié la fonction endothéliale de 1’aorte et des
arteres fémorales en sachant que les voies de signalisation régulant la vasodilatation
dépendante de I’endothélium sont différentes dans les deux types de vaisseaux. Dans aorte,
le NO est le principal médiateur libéré par les cellules endothéliales provoquant la
vasodilatation, alors que dans les aortes fémorales, ’EDH a un role plus important [21]. Or,
une telle différence au niveau de la régulation de la vasodilatation pourrait étre affectée

différemment par I’inactivation d’Adcy9.
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Nous avons tout d’abord étudié la fonction endothéliale dans 1’aorte de nos animaux,
’athérosclérose s’y développant principalement chez la souris. La fonction endothéliale a été
évaluée en réponse a une vasodilatation induite par ’acétylcholine (ACh). L’ ACh est un agent
vasodilatateur qui stimule les récepteurs muscariniques présents a la surface des cellules
endothéliales et qui entraine une réponse vasodilatatrice dépendante de I’endothélium [197,
198]. Aucune différence dans la vasodilatation des souris WT et Adcy9°Y“* en conditions
basales n’a été détectée. L aorte est une artére de conduction responsable de la conduction du
sang du cceur vers les artéres périphériques [199]. Les artéres fémorales sont pour leur part
caractérisées comme étant des artéres de résistance et ont pour role [199] de réguler la
perfusion des tissus en particulier en diminuant la pression de perfusion afin d’éviter des
dommages tissulaires. [200]. Considérant sa différence notable avec 1’aorte, nous avons
¢galement choisi d’étudier la fonction endothéliale de ce lit vasculaire, en réponse a
I’inactivation d’Adcy9. Ainsi, une potentialisation de la vasodilatation a été observée dans les
arteres fémorales de nos animaux non traités, en réponse a l’inactivation d’Adcy9. Les

GUGt gtajent similaires, en

vasodilatations observées chez les souris WT et les souris Adcy9
présence d’un donneur de NO, le SNP [181]. La potentialisation observée chez les souris
Adcy9°VSt était donc dépendante de la fonction endothéliale, et non pas de la sensibilité des
cellules musculaires lisses au NO. Nous avons également étudi¢ la réponse vasodilatatrice des
souris Adcy957St et WT en réponse au cisaillement, puisqu’en conditions homéostatiques, la
réponse vasodilatatrice dépendante de I’endothélium est principalement induite par le flux
sanguin [201]. Nous avons observé une tendance a une potentialisation de la vasodilatation

chez les souris Adcy9°YSt en réponse au stimulus. L’inactivation d’Adcy9 potentialise donc la
Y P 1248 Y

fonction endothéliale.

La réponse vasodilatatrice a également ¢été évaluée chez des animaux
athérosclérotiques, afin d’étudier son évolution dans un contexte de développement de la
maladie. La vasodilatation observée en réponse a I’ACh, dans les artéres fémorales, était plus
importante chez les animaux Adcy9°'S' que chez les WT. Cette potentialisation était
¢galement observée chez ces mémes animaux, en présence de SNP. Ces résultats suggerent

que I’inactivation d’Adcy9 modifierait la sensibilité des cellules musculaires vasculaires au
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NO. L’¢tude de 'aorte de ces animaux, effectuée dans les mémes conditions, a également
rapporté des résultats similaires. Ces résultats nous ont ainsi permis de déterminer que les
effets athéroprotecteurs de I’inactivation d’Adcy9 sont également liés a une meilleure réponse

vasodilatatrice.

Trois voies sont principalement -caractérisées pour leur implication dans la
vasodilatation dépendante de I’endothélium : la voie du NO, la voie des prostacyclines (PGI)
et la voie de I"hyperpolarisation dépendante de I’endothélium (EDH) [27, 202]. Ainsi, nous
avons utilis¢ des bloqueurs spécifiques de chacune de ces voies pour déterminer les voies de
signalisation endothéliale impliquées dans les effets de I’inactivation d’Adcy9 sur la

vasodilatation dépendante de I’endothélium.

Le NO est I'une des molécules régulatrices du tonus vasculaire, et plus spécifiquement
de la relaxation des cellules musculaires vasculaires, la plus étudiée [202]. Le L-NNA est un
inhibiteur de la NO synthase [203]. En comparant avec et sans L-NNA, nous avons constaté

une potentialisation des voies de signalisation endothéliale chez les Adcy95YSt

en comparaison
aux WT. Cependant, en présence d’un stress di au cisaillement d’un apport accru du flot

sanguin, la diminution de la réponse vasodilatatrice n’était observable que chez les Adcy9°7c".

Les prostacyclines, mais plus particulierement PGI>, qui sont un métabolite dérivé des
cyclooxygénase (COX), sont une autre voie possible de vasorelaxation [27, 202]. Les PGl
sont relachés en réponse a de nombreux stimuli, dont un stress de cisaillement [202]. Elles
sont impliquées dans I’activation des AC, par I’activation des PKA suite a leur liaison sur des
récepteurs des cellules musculaires lisses [202]. Nous avons ainsi évalué¢ la réponse
vasodilatatrice chez nos animaux en présence d’un bloqueur spécifique des COX, le
meclofenamate [204]. Tout comme en présence de L-NNA, la réponse vasodilatatrice était

9Gt/Gt

diminuée chez les Adcy seulement.

L’hyperpolarisation dépendante de I’endothélium (EDH) est un processus, indépendant
du NO et de la PGI2, rassemblant plusieurs voies de signalisation endothéliale et aboutissant a

I’augmentation du potentiel de membrane des cellules musculaires lisses et responsables de la
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vasodilatation dépendante de 1’endothélium. On connait leur existence sous la forme d’un
facteur qui pourrait étre un signal électrique ou encore une substance sécrétée par
I’endothélium et qui provoquerait ’hyperpolarisation des cellules musculaires vasculaires
lisses et ainsi une vasorelaxation [202, 205]. Ils sont également caractérisés pour permettre le
relachement de tiers médiateurs de régulation du tonus vasculaire [27]. Cette voie serait la
principale voie sollicitée en réponse a une dysfonction de la voie de syntheése du NO [27, 202].
L’étude de I’expression d’Adcy9 et la fonction endothéliale avec cette voie a été réalisée avec
un cocktail de molécules pharmacologiques permettant de bloquer celle-ci (TRAM-34 et
apamine) [206]. L’apamine et le TRAM-34 permettent d’inhiber les canaux potassium
sensibles au calcium, qui sont responsables de 1’hyperpolarisation potassium nécessaire a
I’hyperpolarisation [207, 208]. A I’image de la réponse obtenue en présence de

meclofenamate, seule la réponse vasodilatatrice des souris 4dcy9°C! était inhibée.

Nous avons recherché I’expression d’Adcy9 dans les artéres fémorales par hybridation
in situ. Les effets athéroprotecteurs liés a I’inactivation d’Adcy9 entralnent une augmentation
de la fonction endothéliale. Ces résultats quant a I’effet de I’inactivation d’Adcy9 sont appuyés
par la confirmation de la localisation de I’expression de ’ARNm d’Adcy9 dans les arteres
fémorales par la méme méthodologie in situ précédemment utilisée. Les effets de

I’inactivation d’Adcy9 sur la régulation du tonus vasculaire sont associés.

Au cours de I’¢tude Dal-OUTCOMES, une variation du poids avait été observée chez
les patients traités au dalcetrapib. Cette variation était dépendante du génotype d’ADCY9
exprimé par ces patients [181]. Ainsi, au cours de la caractérisation de notre modele de souris,
de nombreux parameétres physiologiques ont été mesurés. Nous avons observé que les animaux
inactivés pour Adcy9 prenaient davantage de poids que les animaux WT au cours du traitement
athérogene. Ces différences représentaient une augmentation de pres de 35%. Au stade initial
de I’étude, soit avant I’introduction des conditions athérogenes, les valeurs basales du poids
des animaux étaient similaires entre les deux groupes. Dans un premier temps, nous avons
mesuré, le volume du tissu adipeux corporel total au moyen de la résonnance magnétique

(IRM), afin d’identifier la cause des différents poids chez nos animaux. Ces premicres
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mesures nous ont permis de déterminer que les souris Adcy9°YSt présentaient le double de

volume de tissus adipeux que les souris WT.

Nous savons que les maladies cardiovasculaires sont associées a une adiposité
viscérale plutdt que sous-cutanée. Il s’avérait donc important de caractériser les dépots de
tissus adipeux chez nos animaux. Nous avons émis une hypothése quant a une hypertrophie
des cellules adipeuses. L’ensemble des tissus a été subdivisé en quatre catégories, ou il a été
visuellement possible d’observer une augmentation dans leur volume. Nous avons mesuré la
masse des différents dépots de tissus adipeux en considérant tout d’abord que tous les tissus
adipeux n’ont pas la méme fonction. Les tissus interscapulaires contenant les tissus adipeux
bruns et les tissus adipeux blancs se distinguent par leur role thermogénique et leur role de
stockage lipidique, respectivement. Ainsi, nous avons pu observer une augmentation des tissus
interscapulaire, inguinal, périrénal et épididymal. Considérant I’augmentation des dépodts
adipeux, nous avons procédé a une étude de la taille des cellules adipeuses du tissu épididymal
et du tissu interscapulaire au moyen de coupes histologiques. La quantification du marquage
obtenu auprés des coupes effectuées nous a permis de déterminer qu’il y avait bien une
hypertrophie des adipocytes chez les Adcy9°YS! par rapport aux WT. De plus, I’étude du tissu
adipeux brun (interscapulaire) a démontré une augmentation également dans la taille des
gouttelettes lipidiques. Ainsi, ’augmentation du poids des animaux est dépendante de
I’augmentation des tissus adipeux, quel qu’il soit, de méme que du volume des adipocytes.
L’augmentation dans le volume du tissu adipeux peut étre associée a une diminution de la
sensibilité a I’insuline, entralnant ce qui est connu comme une résistance a I’insuline [209,
210]. Nous avons donc considéré le métabolisme du glucose chez nos animaux et nous avons
dosé¢ le glucose et les concentrations d’insuline plasmatiques, afin de déterminer si
I’augmentation de la masse lipidique des animaux provoquait une diminution de leur
sensibilité¢ a I’insuline. Les données obtenues (non présentées) n’ont pas permis de distinguer
une différence entre les animaux athérogéniques et les animaux contrdles. Les effets de
I’inactivation d’Adcy9 ne semblent donc pas associés a une augmentation d’une résistance a
I’insuline, malgré une augmentation de la masse lipidique des souris Adcy9°Yt, Nous avons

conclu que I’expression Adcy9 était impliquée dans la régulation du poids et métabolisme du
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tissu adipeux,

Nous avons tenté d’expliquer ’augmentation de la masse corporelle de nos souris
Adcy95YSt en mesurant leur consommation calorique quotidienne. Nous avons donc mesuré
I’indice de consommation de nos animaux au cours du protocole athérogénique. L’indice de
consommation représente un ratio d’un gain de masse corporelle sur I’apport calorique
(g/100kcal) [211]. Nous avons observé une augmentation significative de cet indice de

96YGt et les WT respectivement. La régulation de la masse

consommation chez les souris Adcy
corporelle est assurée d’une part par la génétique, et d’une autre par des mécanismes
endocrines [212]. Différentes hypotheses ont été émises sur le sujet, suggérant notamment une
suractivité du systeme sympathique, qui serait influencée par I’expression d’adipokines
comme la leptine, des cytokines sécrétées par les tissus adipeux [213-215]. Des hypothéses sur
une thermorégulation déficiente nécessitant une consommation calorique accrue ont également
¢té avancées [216]. Une suractivité du systéme sympathique est néanmoins peu susceptible
d’étre a 1’origine de la variation du poids entre nos animaux Adcy9°'C' et WT. En effet, cette
hypothese est généralement associée avec une hypertension, mais également une résistance a
I’insuline qui, tel que démontré, n’est pas présente chez nos animaux [217]. Nous savons
néanmoins que la balance métabolique, qui assure le maintien du ratio de I’indice de
consommation, est régulée par le systéme nerveux autonome [217]. Afin de déterminer
I’influence de I’inactivation d’Adcy9 sur la régulation de cette balance métabolique, nous
avons tout d’abord mesuré le rythme cardiaque de nos deux groupes d’étude au moyen d’un
ECG. Nos observations ont démontré une augmentation de la distance entre deux intervalles
RR, qui se traduit par une diminution du rythme cardiaque chez les Adcy9°US'. Ces résultats
sont le reflet de ce qui a été rapporté récemment par 1’équipe de Dessauer et al., ou la perte
d’expression d’Adcy9 a entrainé une diminution du rythme cardiaque chez les animaux AC9™"
[180]. Cette diminution du rythme cardiaque suggere une augmentation de 1’action du systéme
parasympathique, ce dernier étant impliqué dans la sécrétion de 1’acétylcholine et induisant

une diminution du rythme cardiaque [218].
La variabilité de la fréquence cardiaque (HRV) est une mesure donnant un indice sur
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I’activité du systéme nerveux autonome (SNA), dont le systéme parasympathique fait partie
[219]. Nous avons donc effectué une analyse de HRV, mais plus précisément de pNN(6), qui
refléte plus particuliérement I’activité du systéme nerveux parasympathique [220-222]. Le
pNN(6) est le pourcentage d’intervalle RR dont la durée est supérieure de 6 ms a la durée de
I’intervalle RR normal [222]. La mesure de pNN(6) est basée sur la mesure de pNN(50) (50
millisecondes (ms)) utilisée chez 1’homme. L’intervalle de 6 ms chez la souris a été
précédemment mise au point par 1’équipe de Babuty et al [222]. Cette mise au point est
nécessaire considérant le rythme cardiaque nettement plus élevé retrouvé chez la souris, que
chez I’homme, ou un pNN de 50 ms est utilisé [222]. Cette mesure est représentée en

pourcentage [222]. Or, nous avons observé une tendance a la hausse chez les Adcy9°vc! e

n
comparaison aux WT, et ce, peu importe le moment de la journée. Cette tendance était
cependant accentuée au cours de la nuit, ou le pNN(6) était significativement plus élevé chez
les Adcy9°YCt que chez les WT. Cette variation confirme une possible implication du systéme
parasympathique dans la modulation de la fréquence cardiaque, en réponse a I’inactivation

d’Adcy9.

Cette premicre étude a été réalisée avec des souris. En effet, les souris n’expriment pas
la CETP et sont un modéle pour les patients traités au dalcetrapib, considérant 1’effet
inhibiteur de ce dernier sur I’activité de la CETP. Dans cette optique, nous avons introduit la
CETP humaine chez nos animaux, afin de voir a I’interaction entre 1’expression d’ADCY?9 et
la CETP. Les souris A4dcy9°S! ont été humanisées avec I’insertion du mini-géne de la CETP
humaine. Nous avons soumis nos animaux doubles-mutants au méme protocole athérogénique.
Les analyses de concentration en PCSK9 et en cholestérol totaux que nous avons obtenue
étaient similaires a ce qui avait été précédemment observé chez les souris WT et Adcy9©iCt
(données non présentées). L’inhibition de I’expression des rLDL était également similaire a ce
qui avait été précédemment rapporté avec les souris WT et Adcy9°'C (données non
présentées). Aux termes du protocole, nous avons quantifié les 1ésions athérosclérotiques chez
les souris CETP (CETP™7) et les CETP inactivées pour Adcy9 (CETPCT). La quantification

des lésions athérosclérotiques nous a permis d’observer une similitude entre les deux

génotypes de souris. Les souris CETPVT avaient un pourcentage de surface de Iésions
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supérieur aux souris CETPYT, En comparant ces données aux résultats précédemment obtenus
chez les WT et les Adcy9SYSt I’on dénotait des valeurs similaires entre les CETP™T, les
CETPCT et les WT. Ainsi, ces données démontrent que les effets bénéfiques dus a
I’inactivation d’Adcy9 ne sont pas retrouvés en présence de ’expression de la CETP. Ces
résultats suggerent donc qu’Adcy9 n’influence pas le développement de 1’athérosclérose en

présence de la CETP.

Afin de comprendre les mécanismes impliqués dans I’absence d’effet de I’inactivation
d’Adcy9 sur le développement de 1’athérosclérose, nous avons étudié la vasodilatation
dépendante de I’endothélium dans les artéres fémorales des souris CETPYT et CETP! suite au
protocole athérogénique. La vasodilatation en réponse a I’ ACh était similaire chez les CETPWT
et les CETPC!. Nous avons cependant observé que la vasodilatation en présence de SNP
demeurait similaire a ce qui avait été précédemment observé entre les WT et les Adcy9°'C!, ou
I’inactivation d’Adcy9 potentialisait la vasorelaxation. Nous concluons que 1’absence d’effet
athéroprotecteur en présence de [I’inactivation d’Adcy9 est associée a I’absence de
potentialisation de la fonction endothéliale. De plus ’augmentation de la vasodilatation au

SNP chez les souris Adcy95YS' en absence ou en présence de CETP est dissociée des effets de

I’inactivation d’Adcy9 sur I’athérosclérose.

Comme chez les souris Adcy95vct

et les souris WT, nous avons également étudié la
variation du poids chez les CETPVT et CETPYT Cette analyse était motivée par la variation du
poids qui avait été observée chez les patients traités au dalcetrapib et dépendant d’ADCY9. En
absence de traitement, et donc en présence d’une activité CETP, les patients de 1’étude Dal-
OUTCOMES ne démontraient aucune différence significative. Nous avons observé que
I’augmentation de la masse corporelle chez nos deux génotypes de souris était similaire tout au
long du protocole athérogénique. Au sacrifice, la masse des souris CETPYT et des CETPS?
¢tait similaire. Ces masses représentaient une diminution significative a ce qui avait été
auparavant observé chez les souris 4dcy9°USt. En concordance avec le poids des animaux,

nous n’avons également observé aucune différence significative du volume de tissu adipeux

corporel entre CETPYT et CETPS'. L’augmentation du poids des souris et du volume de tissu
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adipeux corporel en réponse a I’inactivation d’Adcy9 est absente chez des souris exprimant la

CETP.

L’ensemble de résultats nous a ainsi permis de conclure dans un premier temps a une
association entre l’inactivation du geéne Adcy9 et des effets athéroprotecteurs, régulant
notamment la fonction endothéliale. De plus, nous avons également été en mesure de
confirmer I’interaction qui avait été proposée suite au GWAS de 1’é¢tude Dal-OUTCOMES,
entre ADCY9 et la CETP. En effet, les effets protecteurs d’Adcy9 n’étant observables qu’en
absence de la CETP, la corrélation est rendue possible avec les patients alors traités au
dalcetrapib, leur CETP étant inhibée. De plus, la modulation du systéme nerveux autonome
observée en réponse a I’inactivation d’Adcy9 suggere un effet de la CETP sur le métabolisme
lipoprotéique, en relation avec le systéme nerveux central (SNC). Des études préliminaires
chez des souris WT, quant a I’interaction avec des lipoprotéines et le SNC ont été réalisées et
ont permis d’observer un transport de HDL fluorescent, injecté par voie intraveineuse, au-dela
de la barriere hématocéphalique. Ces HDL ont par la suite ét¢ localisées au niveau du cerveau
des souris. Ces premieres données laissent ainsi a penser qu’une telle association existe.

Davantage d’études en ce sens devront étre réalisées.
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Conclusion

Sommes toutes, notre étude a démontré qu’Adcy9 jouait un rdle crucial dans le
développement de I’athérosclérose. L’inactivation d’Adcy9 est athéroprotectrice. Ces effets
athéroprotecteurs ne sont observables qu’en absence de Iactivit¢ CETP. Les effets
athéroprotecteurs en réponse a I’inactivation d’Adcy9 sont associés a une potentialisation de la
fonction endothéliale, a une diminution de la prolifération des cellules spumeuses et de leur
accumulation dans la paroi vasculaire. Nous avons également observé une modulation
bénéfique de I’activité du systéme nerveux autonome. Enfin, Adcy9 est impliqué dans le

contrdle du poids associé a une augmentation des tissus adipeux.

L’ensemble de ces résultats permet ainsi de soutenir que I’expression d’ADCY9 joue
un réle crucial dans le développement de 1’athérosclérose. La compréhension de I’interaction
entre ADCY9 et la CETP est une nécessit¢ dans le cheminement d’une amélioration du
traitement de I’athérosclérose par les inhibiteurs de la CETP. Ainsi, la recherche fondamentale

portant sur les souris Adcy9°'Ct

et exprimant la CETP doit se poursuivre. Afin de mieux
déceler les subtilités entourant I’interaction entre les deux protéines, des analyses plus
poussées quant a la régulation du métabolisme lipidique et la modulation du SNA deviennent

nécessaires.

Ainsi, I’¢tude des mécanismes biochimiques impliqués dans la potentialisation
endothéliale se poursuivra. De plus, I’impact du métabolisme des HDL sur I’activité de SNA
sera également investigué. Enfin, I'implication d’Adcy9 sur I’adhésion cellulaire sera
¢galement étudiée, afin de déterminer son rdle dans I’infiltration des cellules immunitaires a

I’endothélium.
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Perspectives

Le SNP rs1967309 en est un non codant au sein du génome. L’avancement des travaux
ne nous ont pas permis de comprendre I’interaction entre Adcy9 et la CETP. Davantage de
travaux sont ainsi nécessaires. Ainsi, des transferts de moelle osseuse, des essais d’adhésion
cellulaire et des essais de migration avec des macrophages vont étre réalisés sur notre modele
murin unificateur exprimant la CETP et étant inactivé pour Adcy9 (CETPYT). Ces travaux
visent notamment a identifier des pistes moléculaires visant a vérifier le lien qui existe entre
AC9 et la CETP et possiblement a identifier un type cellulaire ou I’expression de la variance

du SNP aurait un effet.

Des travaux initiaux ont été réalisés sur notre modéle murin traité au dalcetrapib. 11
nous a ¢été impossible de mimer chez la souris les effets sur les HDL qui avaient été observés
chez I’homme, en présence du dalcetrapib. Considérant ces résultats, nos travaux se
poursuivront donc dans un modéle de lapin, afin de tenter d’étudier I’effet du dalcetrapib, en
relation avec l’expression d’Adcy9. Le lapin est un modéle intéressant dans 1’étude de
I’athérosclérose, son utilisation étant grandement décrite dans la littérature. Il s’agit d’un
modele également utilisé dans d’autres études sur différents inhibiteurs de la CETP. Enfin,
dans un objectif de reproduire ce qui est observé chez ’homme, ces animaux seront également

traités avec des statines, tout comme chez les sujets humains.

De plus, nos prochains travaux visent a mieux comprendre le role d’Adcy9 dans la
production d’AMPc. Cet aspect en est un important, considérant que le cholestérol
membranaire modifie 1’activité des protéines membranaires [223]. Nous avons posé
I’hypothese que la CETP pourrait modifier le contenu en cholestérol des membranes. Ainsi, la
présence d’un inhibiteur de la CETP pourrait changer le contenu en protéine. Cet aspect sera
étudié plus en détail dans divers tissus d’intéréts, tels que ’aorte, les tissus adipeux et le

cerveau.

Enfin, le role du systéme nerveux autonome sera étudi¢ plus attentivement, afin de voir

a son role dans le controle de la balance énergétique, notamment au niveau de 1’hypothalamus.
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Cette étude chez les souris CETPCT nous permettra de déterminer si 1’expression de la CETP

change I’effet de I’inactivation d’Adcy9 sur ’activité du SNA.
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Figure 4. Résumé des effets d’Adyc9 sur le développement de I’athérosclérose.
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