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RESUME / ABSTRACT

Caractérisation des réles du Transporteur ATP-Binding Cassette G1 (ABCG1)
au sein du macrophage humain

Le macrophage joue un role clé dans l'athérogenese, intervenant notamment, dans
la captation de cholestérol a l'origine de la formation des stries lipidiques. Sa
capacité a éliminer le cholestérol en excés est donc critique pour I'évolution de la
pathologie. Il intervient aussi dans la captation des cellules apoptotiques présentes
au sein de la lésion, processus déterminant en termes d'inflammation et de stabilité
de la plaque.

Mes travaux ont consisté a évaluer le role du transporteur ATP-Binding-Cassette G1
(ABCG1), dans ces mécanismes clés de l'athérogenese.

Ainsi, nous avons donc montré qu'ABCGL1 est a la fois impliqué dans les processus
d'efflux au sein des cellules spumeuses chargées en cholestérol libre mais aussi qu'il
participe au mécanisme de phagocytose des corps apoptotiques. Ainsi, grace a ces
travaux ABCG1 pourrait étre envisagé comme une nouvelle cible thérapeutique de

I'athérosclérose.

Characterization of the roles of the ATP-Binding Cassette Transporter G1
(ABCG1) within human macrophage

The macrophage plays a key role in atherogenesis, including in the uptake of
cholesterol which lead to the formation of fatty streaks. So its ability to eliminate
cholesterol in excess is critical for the development of pathology. Macrophage is also
involved in the uptake of apoptotic cells present in lesions, which is a determining
process in terms of inflammation and stability of the atherosclerotic plaque.

My work was to evaluate the role of the ATP-binding cassette transporter G1
(ABCG1), in these key mechanisms of atherogenesis.

Thus, we have demonstrated that ABCG1 is both involved in the process of efflux in
foam cells loaded with cholesterol free but it also participates in the mechanism of
phagocytosis of apoptotic bodies. Thus, through this work ABCG1 could be

considered as a new therapeutic target of atherosclerosis.
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

1. L'athérosclérose

1.1. Définition

Les maladies cardiovasculaires constituent la premiere cause de mortalité au
monde, représentant, selon 'OMS, plus de 17 millions de déces par an. A
I'origine de la majorité de ces déces se frouve un phénomene pathologique
chronique silencieux : I'athérosclérose.

Ce terme d'athérosclérose, propose en 1904 et tiré du grec (athéré, bouillie et
skléros, dur), reflete parfaitement la double composante de cette pathologie,
a savoir, l'obstruction des arteres de gros et moyen calibre par une
accumulation locale de dépdts majoritairement lipidiques, accompagnée
d'une sclérose des vaisseaux.

Divers facteurs favorisent I'athérogenese, des facteurs immuables tels que
I'Adge, le sexe ou le patrimoine génétique et des facteurs que I'on pourrait
qualifier de "variables", liés au mode de vie, parmi lesquels on peut citer : les
dyslipidémies, I'hypertension, le diabete, le syndrome métabolique, la
surcharge pondérale et le tabagisme.

Il est intéressant de noter que cette pathologie n'est pas propre & notre
société contemporaine. En effet, au début du siecle dernier des analyses
histologiques réalisées sur des momies égyptiennes ont révélé chez celles-ci la
présence de plaques d'athérome.

Le vieilissement de la population et 'amplification accrue des facteurs de
risques observés ces dernieres décennies ont provoqué une explosion de la
prévalence de l'athérosclérose ce qui a entrainé un véritable déploiement
de la prévention et de la prise en charge primaire des patients. Toutefois la
morbi-mortalité de I'athérosclérose reste encore tres importante, il est ainsi
capital de poursuivre les études visant a clarifier les mécanismes de cette

maladie.



1.2.Evolution des Iésions

L'athérosclérose est une affection particulierement insidieuse, puisqu'elle
commence d se développer des la vie foetale, et évolue, ainsi, tout au long
de la vie de lindividu de maniere quasi silencieuse, jusqu'a l'arrivée d'un
événement vasculaire consécutif a une rupture de la plague ou &
l'obstruction vasculaire par formation d'un thrombus. Une classification
extrémement détaillée de I'évolution de la pathologie a été établie par Stary
dans les années 90 [1][2][3]

Celle-ci se base sur des observations anatomopathologiques et divise le
processus d'athérogenese en huit stades mais on refient le plus souvent trois
grandes étapes au cours de cette évolution : la strie lipidique, la lésion fibro-

lipidigue et la Iésion complexe.
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Fig.1 Développement d'une Iésion athérosclérotique (D'apres Sanz, Nature
2008 [4])



La strie lipidique constitue la lésion initiale de I'athérosclérose. On la frouve
principalement chez les jeunes individus de moins de dix ans. Visible a I'ceil nu,
elle est réversible et forme une strie jaundtire mais ne fait aucune
proéminence pouvant géner le flux sanguin. Elle est constituée
majoritairement de cellules spumeuses dérivées de macrophages et de
cellules musculaires lisses, ainsi que de lymphocytes T, infilirés sous
I'endothélium artériel.

La Iésion fibro-lipidique, plus évoluée, est enrichie en lipides extracellulaires.
Les cellules spumeuses préexistantes dans la Iésion deviennent apoptotiques
tandis que les cellules musculaires lisses peuvent soit devenir apoptotiques soit
continuer a proliférer. Celles-ci perdent alors leur capacité confractile pour
adopter un phénotype plus sécrétoire a l'origine d'une expansion de la
maftrice extracellulaire [5]. Ainsi, grGce a ces cellules musculaires lisses un
amas de fibres constitué de fibres de collagene, de fibres élastiques, de
glycoprotéines et de protéoglycannes s'‘accumule au niveau de la Iésion ceci
menant a la formation d'une chape fibreuse entourant le coeur nécrotique.
Maijoritairement observée chez des individus d'une quarantaine d'années
cette Iésion peut parfois présenter des marques de calcification. A ce stade,
lintégrité fonctionnelle de I'endothélium est primordiale pour éviter
d'éventuelles complications. Toutefois, le volume de la lésion peut déja
devenir assez important, et influer ainsi sur le diameétre de la lumiére artérielle

et donc sur l'adaptation du débit artériel lors d'efforts notamment.

Le stade ultime d'évolution de la plague, appelé Iésion complexe, est associé
a de graves complications cliniques. Les contraintes mécaniques du flux
sanguin et les facteurs secrétés vont ainsi influencer la stabilité de la plaque.
La rupture du revétement endothélial de la plagque entraine la formation d'un
thrombus. Celui-ci peut alors étre a I'origine d'une occlusion partielle ou totale
de la lumiere artérielle provoquant ainsi une ischémie ou une embolie.

La stabilité de la plague est fonction de divers facteurs extrinseques et

infrinseques. En effet, il a été moniré que les contraintes mécaniques que



peuvent exercer les flux hémodynamiques ou la composition de la plaque
sont largement impliquées dans cette stabilité. Ainsi, une plague riche en
macrophages spumeux et en lipides extracellulaires se révele étre beaucoup
plus fragile qu'une plaque majoritairement fibreuse. De méme, comme nous
le verrons ultérieurement le contexte inflammatoire et la phagocytose qui ont
lieu au niveau de la plaque jouent également un réle dans la stabilité de la

plaque.

1.3.Physiopathologie : la phase précoce d'athérogenése

Comme nous l'avons vu précédemment, le vieilissesment des populations,
associé 4 une augmentation des facteurs de risques, menera
immanquablement vers une augmentation de la prévalence de
I'athérosclérose.

Les mesures de recommandation en matiere de prévention de
I'athérosclérose, diffusées aupres de la population, ne se révélant pas
completement efficaces, il est par conséquent essentiel de confinuer de
développer la prise en charge de la pathologie. Il se révele donc absolument
nécessaire de mieux comprendre les processus impliqués au cours de
I'athérogenese pour en diminuer les conséquences en termes de morbi-
mortalité. Ainsi, sur le plan thérapeutique, se focaliser sur la phase initiale de
I'athérogenese, en particulier, permettrait d'intervenir précocement, avant la

manifestation de signes cliniques, et lorsque les Iésions sont encore réversibles.

Dans l'organisme le transport des lipides est assuré par des assemblages
plurimoléculaires hydrosolubles : les lipoprotéines. Elles sont constituées d'un
ceeur lipidique hydrophobe (esters de cholestérol et triglycérides), recouvert
d'une enveloppe de lipides polaires (phospholipides et cholestérol libre) dans
laguelle sont ancrées diverses apolipoprotéines. Elles sont subdivisées en
plusieurs classes qui différent notamment par leur taille et leur composition

lipidique. Ainsi les lipoprotéines les plus légeres (VLDL et IDL) sont riches en



triglycérides tandis que les particules plus denses (LDL et HDL) sont plus riches

en esters de cholestérol.

A lorigine du déclenchement du processus d'athérogenese se trouve la
pénétration de lipoprotéines dites pro-athérogenes dans lintima artériel,
majoritairement représentées par les LDL (Low Density Lipoprotein). Divers
phénomenes peuvent influer sur ce processus de pénétration des
lipoprotéines. Une forte concentration plasmatique en LDL, des dysfonctions
endothéliales responsables d'une augmentation de la perméabilité des
jonctions serrées de lI'endothélium ou encore des lésions endothéliales dues
aux forces de cisailement hémodynamiques ('shear stress’) peuvent qinsi y
conftribuer.

Apres penétration, 'une des apolipoprotéines composant les LDL, I'apoB100
entre alors en contact avec les protéoglycannes de la matrice extracellulaire
de l'espace sous-endothélial et forme une interaction électrostatique
provoquant ainsi la rétention de ces LDL au niveau de lintima artériel [6]. Ces
LDL vont alors subir diverses transformations telles que des glycations, des
oxydations, des lipolyses ou des agrégations qui seront 4 l'origine de la
cascade inflammatoire, élément clé de I'athérogenese [7].

Ces modifications sont courantes dans le cadre pathologique de
I'athérogenese. En effet, I'athérosclérose est souvent accompagnée, dans le
cadre du syndrome métabolique par une glycémie élevée. Cette forte
glycémie induit bien évidemment une glycation des protéines plasmatiques
mais également des lipoprotéines. De méme, 'oxydation des lipoprotéines

découle du contexte oxydatif que I'on peut retrouver au sein de la plague.

Les LDL oxydées vont notamment activer les cellules endothéliales de I'artere.
Ces cellules vont alors, d'une part sécréter du M-CSF (Macrophage Colony-
Stimulating Factor) et du MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein-1) et
exprimer a leur surface les protéines d'adhésion VCAM-1 (Vascular Cell
Adhesion Molecule-1) et ICAM-1 (InterCellular Adhesion Molecule 1). Les deux

premieres molécules M-CSF et MCP-1 vont enfrainer un recrutement des



monocytes circulants au niveau de l'espace sous-endothélial et activer leur
différenciation en macrophage tandis que VCAM-1 et ICAM-1 vont eux
faciliter 'attachement et la diapédese de ces monocytes a travers la couche
endothéliale artérielle. Une fois les monocytes infilirés au niveau de l'espace
sous-endothélial et différenciés en macrophages ils vont se mettre a sécréter
eux-mémes du M-CSF et MCP-1 amplifiant ainsi leur propre recrutement aqinsi
que leur différenciation en macrophage [8].

Ces macrophages, exprimant des récepteurs scavengers vont alors
internaliser de grandes quantités de LDL modifiées et ceci, sans rétrocontréle
négatif comme il en existe pour les récepteurs aux LDL natifs [9].

Ainsi, les macrophages vont se gorger d'esters de cholestérol et devenir des
cellules spumeuses. Ces cellules, sujettes a I'apoptose peuvent alors enrichir le
coeur nécrotique des stries lipidiques. Etant incapables de cataboliser ce
cholestérol en exces, la capacité des cellules spumeuses G excréter ce
cholestérol en exces via le processus d'efflux de cholestérol va se révéler tout
a fait primordiale pour la formation de la Iésion et donc pour I'évolution de la

pathologie.

Plusieurs études permettent de mettre en relief le réle capital que joue le
macrophage dans I'athérogenese. L'une des études, menée par JD Smith
utilise comme modele animal des souris issues d'un croisement entre des souris
dites ostéopétrotiques, mutées au niveau du gene codant pour la protéine
M-CSF et des souris prédisposées a développer spontanément
I'athérosclérose (souris apoE KO). Le phénotype de ces souris est
particulierement intéressant puisque celles-ci, malgré un taux de cholestérol
plasmatique 3 fois supérieur a la normale développent moins de |ésions au
niveau de l'aorte que des souris contréle. En effet, 'absence d'activité M-CSF
entraine la quasi absence de monocytes et de macrophages circulants et
résidants, empéchant ainsi I'accumulation de cellules spumeuses nécrotiques
dérivées des macrophages a l'origine des Iésions lipidiques [10].

Une autre étude porte sur une lignée de souris fransgéniques pour le

récepteur a la toxine diphtérique chez lesquelles on peut obtenir une



ablation conditionnelle des monocytes / macrophages via l'utilisation de
toxine diphtérique. L'administration de cette toxine diphtérique aux souris
transgéniques confirme les données précédentes montrant qu'une réduction
de moitié du nombre de monocytes, entraine une division par deux de
I'étendue des lésions chez ces souris [11].

De méme, la délétion du récepteur CCR2 de la protéine MCP-1, nécessaire a
l'infiltration des monocytes dans l'infima, entraine une diminution robuste de la
taille des Iésions par rapport a des souris controle apokE KO [12].

Et enfin, d'autres études ont ciblé le couple fractalkine / CXR3CRI. La
fractalkine est une molécule soluble qui peut se fixer a son récepteur CX3CR1
pour devenir elle-méme un récepteur permettant I'adhésion des leucocytes
au niveau de la paroi artérielle. Ces études ont démontré que les souris
doublement mutées CX3CRI1 et apoE présentent une forte réduction du taux
de monocytes recrutés enfrainant une réduction de la formation des Iésions

athérosclérotiques par rapport aux souris simplement mutées pour apokE. [13]

Par conséquent, il appardit tres clairement que le macrophage joue un réle
absolument crucial dans la pathogenese et il semble donc tout a fait
pertinent de se focaliser sur ce type cellulaire comme nous I'avons fait pour

nos études.

2. Rbéles du macrophage dans I’'athérosclérose

Les cellules souches hématopoiétiques sont issues de la moelle osseuse, elles
se différencient en plusieurs étapes sous linfluence de divers facteurs et
cytokines pour ensuite atteindre la circulation sanguine sous la forme de
monocytes. A ce stade ils peuvent rester circulants ou bien atteindre certains
tissus et se différencier en macrophages résidents (cellules de Kupffer du foie,
ostéoclastes du tissu conjonctif etc.). Le terme de macrophage employé des
le début du 19eme siecle trouve son origine des termes grecs macro (grand)

et phagein (manger) qui se basent sur la remarquable capacité



phagocytique du macrophage. Toutefois le réle du macrophage dans

I'athérogenese est loin de se limiter a cette seule propriété.

2.1.Le r6le du macrophage dans le stress oxydant

Les cellules spumeuses gorgées de cholestérol dérivant des macrophages
jouent un réle essentiel dans I'athérogenese. Leur formation est en partie due
d la captation de lipoprotéines modifiées et surtout de lipoprotéines oxydées.
Ainsi le stress oxydant joue un rbéle important dans la pathogenese de
I'athérosclérose.

D'autre part, le stress oxydant se répercute également dans les phénomenes
d'apoptose et de prolifération cellulaire, d'agrégation plaguettaire et de
transduction du signal. Ce stress oxydant résultant de la production de
facteurs pro-oxydants est surtout d0 aux cellules endothéliales et les

macrophages y ont un réle limité mais tfout de méme non négligeable.

2.1.1. L'anion superoxyde

L'un des principaux réles du macrophage dans le stress oxydant réside dans
sa capacité a produire I'anion superoxyde (O2-). Il a été démontré que cet
anion est impliqué dans l'oxydation des lipides et plus particulierement
I'oxydation des LDL, dont on connait I'implication dans I'athérogenéese [14].

Il faut aussi noter que cet anion est également largement impliqué dans des
réactions d'oxydations pouvant étre catalysées par diverses enzymes telles
que la myéloperoxydase, la ceruloplasmine ou les lipoxygénases et qu'il peut

également réagir avec I'oxyde nitrique.

2.1.2. Le complexe NAPDH

La production de l'anion superoxyde est largement dépendante du
complexe NADPH oxydase. A I'état basal, les molécules de ce complexe sont
localisées dans le cytosol (p47, pé7 et Racl) et au niveau de la membrane

plasmique (gp?1 et p22). Lors de l'activation du complexe par un signal



infracellulaire tel que celui de la protéine kinase C (PKC) les éléments
cytosoliques sont transloqués a la membrane et forment alors le complexe de
la NADPH oxydase (nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate-oxidase)
[15]. Ce complexe va alors pouvoir synthétiser I'anion superoxyde & partir du

dioxygene extracellulaire.

Outre son action directe d'oxydation des lipoprotéines, I'anion superoxyde,
comme toutes les especes réactives de I'oxygene va étre a l'origine d'un
stress oxydant cellulaire connu pour moduler l'expression de divers genes et
ainsi altérer diverses fonctions cellulaires telles que les capacités d'adhésion

ou de prolifération ce qui contribue & I'évolution de la pathologie.

2.1.3. La myéloperoxydase

Comme nous l'avons évoqué précédemment l'anion superoxyde est &
l'origine de la formation du substrat de la myéloperoxydase (MPO). Cette
enzyme hémique, la MPO est par ailleurs également secrétée par le

macrophage. [16]

L'anion superoxyde, dismuté par I'enzyme superoxyde dismutase (SOD) va
former du peroxyde d'hydrogene (H202) nécessaire a la MPO. Cette MPO,
va alors amplifier le potentiel oxydant de I'H202 en le combinant avec du CI-
plasmatique pour former de l'acide hypochlorigue HOCI-, qui va oxyder les

LDL de la plague de maniére tfres efficace [17].

On peut également noter que la myéloperoxydase, secrétée par le
macrophage notamment altére aussi la particule d'apoAl en catalysant sa
chloration et sa nitration au niveau des résidus tyrosines [18]. Cette réaction
diminue les capacités d'efflux de I'apolipoprotéine et se répercute sur la voie

de retour inverse du cholestérol médiée par ABCA1 [18].



2.1.4. La céruloplasmine

La céruloplasmine est une glycoprotéine plasmatique riche en cuivre
produite par le macrophage [19], notamment en conditions inflammatoires,
en présence de TNF-a [20]. L'anion superoxyde est essentiel a la réaction
d'oxydation des lipoprotéines par la céruloplasmine puisqu'il permet de
réduire ses atomes de cuivre [21]. Ce mécanisme reste encore assez
méconnu mais il pourrait faire intervenir une licison directe entfre la
céruloplasmine et les LDL, puisqu'il a déja été démontré l'existence d'une

licison entre la céruloplasmine et les HDL [22].

2.1.5. La 15-lipoxygénase

D'autre part il a également été démontré que la 15-lipoxygénase pouvait
étre impliquée dans les processus d'oxydation et plus précisément
d'oxydation des LDL. Il a ainsi été montré la capacité de cette enzyme a
catalyser l'oxydation des LDL in vitro [23] et in vivo [24] mais aucun

mécanisme n'a encore été mis en avant a ce jour.

2.1.6. Macrophage et stress oxydant, le role du NADPH

Ainsi, il est intéressant de noter que la myéloperoxydase requiert le NAPDH
comme co-substrat pour ses réactions de chloration [25]. Or on sait le role clé
que joue ce complexe NADPH dans la formation initiale de ['anion
superoxyde mais également en tant que cofacteur indispensable de la NO
synthase.

Il existe ainsi une sorte de limitation des réactions pro-oxydantes via la
disponibilité en NADPH.

Enfin, des études ont été menées chez des souris doublement mutées p47 et
apoE, pour lesquelles le complexe NADPH est devenu inactif et ont aqinsi
révélé une forte diminution de la taille des Iésions aortiques par rapport & des
souris confréle apoE KO [26] soulignant ainsi le réle vraiment majeur du

NAPDH dans la pathologie d'athérosclérose. Toutefois afin de discriminer
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l'implication du NAPDH d'origine macrophagique et du NAPDH provenant
d'autres types cellulaires il pourrait étre intéressant d'établir des lignées
murines mutées pour le complexe NAPDH au niveau du macrophage plus

spécifiguement.

Formation du
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Fig.2 Le stress oxydant au sein du macrophage

2.2.Rble inflammatoire du macrophage dans I'athérosclérose

Des 1860, Rudolf Virchow émet I'hypothese que I'athérosclérose est initiee par
un phénomene inflammatoire, les traumatismes de I'endothélium, étant, selon
lui la cause directe de linfiltration lipidique observée lors de I'athérogenese.
C'est ainsi le premier a supporter cetfte hypothése qui ne sera vraiment
poursuivie que dans les années 70 par Russel Ross, véritable partisan de cette
théorie inflammatoire qui fut alors vivement discutée par les partisans de la

théorie lipidique [27].
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Et, en effet, l'artere subit, notamment, des agressions mécaniques
(hypertension), métaboliques (cholestérol et diabéete) ou encore toxiques
(tabagisme) qui entretiennent un état inflammatoire localisé se tfraduisant par
des phénomenes typiques de l'inflammation tels que le recrutement lympho-

monocytaires et la production de cytokines.

Le macrophage joue un rbéle clé dans ce processus inflammatoire. Son
activation passe notamment par I'activation de ses récepteurs Toll-Like gréce
aux LDL oxydées et a la protéine HSP40 (Heat Shock Protein 60) que I'on
retrouve au sein de la plagque [28]. La production de TNFa est alors induite. Les
lymphocytes T qui jouent également un réle important dans ce processus
inflammatoire vont alors, en concomitance avec la charge lipidique du
macrophage activer l'expression de nombreux genes au niveau du
macrophage dont des cytokines, des métalloprotéinases et des facteurs
tissulaires qui sont tous impliqués dans I'évolution et la stabilité de la plaque
[29].

Il faut noter que les macrophages présentent la particularité d'adapter leur
profil selon le contexte inflammatoire institué par les lymphocytes
environnants. Ainsi, la présence de cytokines dites pro-inflammatoires telles
que INFy, IL-1B, IL10, TNFa ou TGFR induit une réponse dite classique
entrainant la différenciation du macrophage en macrophage de type M1. A
linverse, la présence de cytokines anfi-inflammatoires (IL-4 et IL-13) induit la
différenciation "alternative" menant a la différenciation des macrophages en
macrophages de type M2 [30]. Il existe également une possibilité pour ces
macrophages de basculer d'un état M1 a M2 ou vice-versa [31]. Les
macrophages de type M1 vont alors sécréter des cytokines pro-
inflammatoires (TNFa, ILé et IL12) tandis qu'a confrario les macrophages de
type M2 vont sécréter des cytokines anti-inflammatoires (IL10, TGFR). Les roles
antiathérogenes des cytokines anti-inflammatoires et proathérogenes des
cytokines pro-inflammatoires ont déja été largement démontré, notamment

au niveau de l'activation des cellules endothéliales ou du recrutement des
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monocytes et ces résultats soulignent l'implication des macrophages dans

I'aspect inflammatoire du processus d'athérogenese.

D'autre part, iI a notamment été démonitré que ces cytokines régulaient
I'expression des métalloprotéinases également produites par le macrophage
et donc sur le remodelage de la matrice extracellulaire. Les cytokines pro-
inflammatoires ont notamment, la propriété d'augmenter la sécrétion par le
macrophage de certaines métalloprotéinases notamment MMP-1, MMP-8,
MMP-9 et MMP-12 [32], augmentant ainsi la dégradation de la matrice
extracellulaire et fragilisant inévitablement la plaque [33]. La fragilisation de la
plaque est par ailleurs amplifieée par la sécréfion d'INFy qui inhibe la
production de collagene par les cellules musculaires lisses de la plaque.
L'activité de ces métalloprotéinases peut étre inhibée par les inhibiteurs
tissulaires de métalloprotéinases de type 1,2 et 3 (TIMP 1,2 et 3) que

produisent les macrophages [34].

Enfin, le TNF-a que sécretent les macrophages pro-inflammmatoires entraine
une induction de la PAI-1. Cette PAI-1 est un inhibiteur du facteur tissulaire du
plasminogeéne (tPA) connu pour s'associer 4 la fibrine et favoriser la formation

de caillot. Ainsi le TNF-a déstabilise également la plaque par ce mécanisme.

2.3.Macrophages et apoptose dans I'athérosclérose

Comme nous I'avons vu précédemment la plaque d'athérome est constituée
de différents types cellulaires parmi lesquels certains peuvent devenir
apoptotiques tels les cellules musculaires lisses, les cellules endothéliales et les
macrophages.

Parmi I'ensemble des cellules de la plague, le macrophage constitue a la fois
le type cellulaire prédominant [35] mais également le type cellulaire le plus
sensible a l'apoptose que peuvent induire le NO (Oxyde Nitrique) ou les

oxystérols [36].
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2.3.1. Les caspases

Le phénomene d'apoptose est régi par I'action d'une famille de protéases: les
caspases (Cystéine Aspartate Specific ProteASE). Celles-ci, présentes dans le
cytoplasme sous forme inactive et alors nommeées pro-caspases sont activées
par clivage protéolytique. On distingue les caspases initiatrices (2,8,9 et 10) et
les caspases effectrices (3,6 et 7) qui different par leur réle et par la taille de
leur prodomaine. Les caspases initiatrices sont activées par divers signaux pro-
apoptotiques que nous allons détailler et les caspases effectrices, sont, elles,
responsables du clivage des protéines cellulaires.

Il existe deux grandes voies menant a I'activation de cette voie des caspases:
la voie infrinseque, dite mitochondriale et la voie extrinseque impliquant les

"death-receptors”.

2.3.2. La voie mitochondriale

La voie mitochondriale implique un relargage de cytochrome ¢ de la
mitochondrie vers le cytosol. Ce relargage dont les mécanismes sont encore
flous pourrait avoir lieu suite a la formation de mégapores sur la membrane
mitochondriale.

Une fois relargué le cytochrome c interagit alors avec la protéine Apaf-1
(Apoptotic Protease Activating Factor 1) et la pro-caspase 9 cytosolique en
présence d'ATP (Adénosine TriPhosphate) pour former un complexe nommé
apoptosome. Au sein de ce complexe a alors lieu le clivage de la pro-
caspase 9 qui ainsi activée va pouvoir & son tour cliver et activer la caspase 3

appartenant a la catégorie des caspases dites effectrices [37].

2.3.3. La voie des "death receptors"

La voie des "death-receptors” est déclenchée par le signal extrinseque de la
licison d'un ligand & un récepteur de la superfamille des TNFR (Tumor Necrosis
Factor Receptor) tel que la licison des ligands FAS-L, TNFa (Tumor Necrosis

Factor Alpha) ou TRAIL (TNF Related Apoptosis Inducing Ligand) a leurs

14



récepteurs FAS, TNF-R et TRAIL-R. Il s'ensuit l'activation d'une cascade de
signalisation dépendante du couple ligand-récepteur impliqué qui aboutit a
la formation d'un complexe DISC (Death Inducing Signaling Complex)
responsable du clivage et de l'activation de la procaspase 8. Celle-ci va alors
cliver la procaspase 3 effectrice. Les deux voies d'activation de l'apoptose,
extrinseque et infrinseéque se rejoignent a cette étape ou la caspase 3 active
la nucléase CAD (Caspase Activated Dnase) chargée de dégrader la

chromatine [38].

2.3.4. Régulations de l'apoptose

Il existe un ensemble de protéines régulatrices qui interviennent tout au long
de la voie d'activation des caspases. Les protéines clés de cette régulation
sont les protéines de la famille Bcl2 (B Cell Lymphoma 2).

Certaines jouent un réle anti-apoptotiques. C'est le cas des protéines Bcl-2,
Bcl-X...Elles agissent notamment en inhibant la formation de pores de
fransition au niveau de la membrane cytoplasmique et en inhibant certaines
caspases activatrices.

D'autres ont une fonction pro-apoptotiques tels que Bax (Bcl2 Associated X),
Bak (Bcl2 antagonist Killer), Bid (BH3-Interacting Domain death agonist)...elles
agissent notamment en inhibant les facteurs anti-apoptotiques de la famille
de Bcl-2 et en activant la perméabilisation membranaire de la mitochondrie
[39].

Au sein de la plaque, divers phénomenes peuvent étre a l'origine de cette
apoptose.

Il a ainsi été démontré que les radicaux libres sont nettement impliqués dans
les phénomeénes apoptotiques. En effet, de par leur effet délétere sur
lintégrité membranaire de la mitochondrie, ils déclenchent un relargage du
cytochrome ¢ dans le cytosol événement clé, déclencheur de l'apoptose
[40].
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Les oxystérols ont eux la propriété de diminuer partiellement I'expression du
gene bcl-2 dans des cellules monocytaires de la lignée U937 surexprimant ce
gene entrainant ainsi une diminution notable de l'effet protecteur vis-a-vis de
'lapoptose que peut conférer la protéine bcl-2 [41]. lls ont également la
propriété de diminuer le contenu cellulaire en glutathion, peptide connu pour

son effet anti-oxydant et donc protecteur vis-a-vis de I'apoptose [42].

D'autre part, a été spécifiqguement démontré que le macrophage pouvait
devenir apoptotique lors d'une charge en cholestérol libre [43], en présence
de LDL oxydées [44] en cas de déprivation de facteurs de croissance [45] ou
lors d'une stimulation de la production d'oxyde nitrique soit par activation de

la NO synthase soit par action des cytokines [46].

2.3.5. Conséqguences de 'apoptose

Suite O ces événements, différentes modifications morphologiques de la
cellule vont alors avoir lieu: la formation de protubérances membranaires,
une diminution brutale du volume cellulaire, une inversion des feuillets
membranaires enfrainant une exposition des phosphatidylsérines en surface
puis la condensation du noyau et la fragmentation menant

immanquablement & la mort cellulaire.

Les conséquences de I'apoptose du macrophage au sein de la plague sont
actuellement tres discutées.

En 1995, Ball ne considérait I'apoptose du macrophage que comme une
simple étape de la formation du coeur lipidique de la plague [47]. Mais au
cours du temps d'autres notions concernant le caractere protecteur ou

délétere de cette apoptose ont vu le jour.
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2.3.6. L'apoptose du macrophage, des conséquences multiples

Ainsi comme le résument Kockx et Herman dans leur revue [48], le
macrophage assumant des fonctions tres diverses au sein de la plague, son
apoptose se répercute a plusieurs niveaux.

Le macrophage est notfamment connu pour sécréter des métalloprotéinases
qui ont pour fonction principale de dégrader le collagene de la plague ce
qui méne ainsi  une déstabilisation de la plague. De ce fait, 'apoptose du
macrophage mene da une production moindre de métalloprotéinase et ainsi
d une réduction significative de la dégradation du collagene. Ainsi
'apoptose du macrophage pourrait stabiliser la plaque et réduire le taux

d'accidents vasculaires.

V Ligand (FasL, TNFa, TRAIL..)

VOIE
MITOCHONDRIALE

Bc|2 BCIX...

Formation du
complexe DISC
Bax, Bak, Blcl

) Procaspase 8

Récepteur de type TNFR

VOIE DES
DEATH RECEPTORS

I

- —

I Caspase 8:

N -

Oxystérols + Sailaiiaih
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Fig.3 Les deux voies d'apoptose au sein du macrophage
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D'autre part, l'apoptose du macrophage mene a une diminution de
I'élimination des composés toxiques (oxLDL) et des corps apoptotiques divers
de la plague ce qui serait donc un effet plutdt délétere. En effet, nous verrons
dans le prochain paragraphe & quel point ce phénomene de phagocytose

est important notamment pour la stabilité de la plague.

2.4.Phagocytose et athérosclérose

Diverses cellules sont capables de réaliser la phagocytose (les cellules
dendritiques, les fibroblastes, les macrophages...). Toutefois les macrophages
sont les cellules les plus spécialisées dans cette fonction ce qui leur vaut le
nom de phagocytes professionnels. La phagocytose au sein de
I'athérosclérose joue un rbéle central puisqu'elle permet I'élimination des
cellules apoptotiques, limitant ainsi les phénomenes inflammatoires et influant
sur la stabilité de la plague. Ainsi, encore une fois le macrophage joue un réle

majeur dans I'évolution de I'athérogenese.

L'apoptose en masse qui a lieu au sein de la plaque entraine une
accumulation rapide de macrophages au niveau du site qui permet
I'élimination des corps apoptotiques présents au sein de la plaque. Ce
chimiotactisme a pu étre attribué a la lysophosphatidylcholine que relarguent

les cellules apoptotiques [49].

Comme nous l'avons vu précédemment, les cellules devenues apoptotiques
subissent divers changements morphologiques. L'expression de diverses
molécules au sein de la membrane notamment, va pouvoir servir de signaux
de reconnaissance (appelés aussi  signaux eat-me") aux cellules

phagocytaires.
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2.4.1. Les signaux de reconnaissance "eat-me"

2.4.1.1. La phosphatidylsérine

Le mécanisme le mieux caractérisé actuellement est le signal de
reconnaissance de la phosphatidylsérine qui se retrouve exposé lorsque la
cellule devient apoptotique. La présence de phosphatidylsérine sur la
membrane externe est permanente et résulte de I'action de flippases et de
floppases mais elle est toutefois limitée dans le temps et I'espace gréce a
I'action d'une translocase chargée du retour des phosphatidylsérines sur la
membrane interne chez les cellules viables. || a été démontré qu'en cas
d'apoptose l'activité de cette translocase chutait de maniere drastique d'ou
I'accroissement de la quantité de phosphatidylsérines exposées [50]. Cette
phosphatidylsérine peut alors se lier a diverses molécules "intermédiaires” qui

permettront sa liaison avec des récepteurs de la cellule phagocytaire.

2.4.1.2. Les autres signaux

Outre la phosphatidylsérine d'autres molécules peuvent servir de signal de
reconnaissance. Notamment, ICAM-3, membre de Ila famile des
immunoglobulines que I'on trouve plus spécifiquement sur les lymphocytes B
[51], certains sucres tels que le galactose ou le mannose, spécifiques des

thymocytes apoptotiques [52].

2.4.2. Les molécules de liaison

Une des premiéres molécules intermédiaires identifiees fut la beta-2
glycoprotéine (B2GPI). Si la liaison entre cette glycoprotéine plasmatique et
la phosphatidylsérine a été clairement démontrée [53], il reste encore a
déterminer quel récepteur de la cellule phagocytaire la détecte.
Actuellement il a seulement été montré qu'elle n'était pas reconnue par les

récepteurs scavengers CD36, CDé68 et CD14 de la cellule [54].
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Milk Fat Globule-EGF-factor 8 (MFG-E8), secrété par les macrophages activés
eux-mémes, va se fixer sur la phosphatidylsérine de la cellule apoptotique et
permettre sa reconnaissance par les intégrines avp3 du phagocyte [55].

Enfin, s'il avait été envisagé grce a des tests in vitro que la protéine Gas-6
(Growth Arrest-Specific gene 6) pourrait étre impliguée dans la licison entre le
phagocyte et la phosphatidylsérine [56], son mode de fonctionnement n'a

été que tres peu approfondi.

2.4.3. L'implication controversée d'ABCA1

Ainsi la phosphatidylsérine joue un réle prépondérant dans ce processus de
reconnaissance cellule apoptotique-phagocyte. C'est pourquoi une
modification de son expression & la surface de la cellule apoptotique peut
avoir de lourdes conséguences sur la phagocytose des cellules apoptotiques.
Ainsi, il a été démontré qu'une inhibition partielle ou totale de I'expression de
la protéine ABCA1 (ATP-Binding Cassette transporter Al), largement
impliquée dans l'efflux cellulaire de cholestérol et de phospholipides, entraine
une forte diminution de la phagocytose des cellules apoptotiques via une
réduction de la quantité de phosphatidylsérines exposées soulignant le réle
de franslocase que peut jouer abcal [57]. Toutefois, ces données sont
contredites par les études de Wiliamson qui indiquent que l'absence
d'ABCAT1 n'influe pas sur la quantité de phosphatidylsérines exposées lors de
l'apoptose [58]. On peut par ailleurs noter que les études menées par Tall
réfutent également limplication d'ABCA1 dans les processus de

phagocytose, suggérant plutdt un réle potentiel d'ABCA7 [59].

2.4.4. Les molécules de reconnaissance du phagocyte

2.4.4.1. Lesrécepteurs scavengers de classe A

Ainsi, les récepteurs scavengers sont largement impliqués dans ce processus.

La classe A (SR-A) joue méme un réle majeur puisque son inhibition par un
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anticorps anti-SR-A diminue de moitié la phagocytose des thymocytes

apoptotiques [60].

2.4.4.2. Lesrécepteurs scavengers de classe B

Parmi la classe B CD36 et SR-BI jouent tous les deux un réle dans la licison d la
cellule apoptotique mais actuellement seule l'action de CD36 au sein du
macrophage a été démontrée [61][62].

Des 1995, Ramprasad décrit au sein de macrophages péritonéaux de souris
une protéine identique d la macrosialine (et d son homologue humain CDé8)
pouvant médier la reconnaissance enfre le phagocyte et la cellule
apoptotique [63]. Cette protéine assure le lien entre le phagocyte et la
cellule apoptotique par reconnaissance de la phosphatidylsérine [64].
Toutefois cette hypothéese est réfutée par certains, notamment Fadok dont les
études d'inhibition de CDé8 n'ont révélé absolument aucun impact sur la

reconnaissance des cellules apoptotiques [65].

2.4.4.3. Lerécepteur CD14

Le récepteur CD14 a aussi la proprieté de lier les cellules apoptotiques. Ce
récepteur, initialement connu pour lier en coordination avec TLR4 aux
lipolysaccharides (LPS) entraine des réponses distinctes selon le ligand qui s'y
lie. En effet, alors que la liaison du LPS va entrainer le relargage de TNFa de la
part du macrophage ce n'est pas le cas lors de la licison de la cellule
apoptotique malgré le fait que cette lidison se fasse dans la méme région
[66].

2.4.4.4. Le récepteur LOX-1

Le récepteur LOX-1 a été initialement identifié comme étant un récepteur
permettant la reconnaissance des LDL oxydés au niveau des cellules
endothéliales. Toutefois il a été démontré ultérieurement que ce récepteur,

également exprimé au sein du macrophage ou des cellules musculaires lisses
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peut également médier la reconnaissance des cellules apoptotiques via la
reconnaissance des phosphatidylsérines qu'expose la cellule apoptotique
[67]. Ainsi il est trés intéressant de noter que certaines voies de
reconnaissance entre le phagocyte et la cellule apoptotique peuvent entrer

en compétition avec la liaison des lipoprotéines environnantes.

2.4.4.5. Lesrécepteurs a la phosphatidylsérine

Enfin, il existe différents récepteurs a la phosphatidylsérine, le premier fut
identifié en 2000 [68] et recemment deux autres ont encore été découverts :
Tim4, découvert par Miyanishi et BAIl, découvert par Park [69][70]. La
multiplicité de ces récepteurs souleve la question du réle et de I'implication

de chacun qui restent encore a déterminer.

2.4.4.6. Les autres récepteurs

Enfin les récepteurs intégrine avp3 et Mer se lient également a Ia
phosphatidylsérine mais indirectement en se liant, respectivement, aux

molécules intermédiaires MFG-E8 et Gasé. [71].

On notera également l'existence d'une voie plus impliquée dans le processus
immunitaire mais que I'on peut retrouver aussi lors de la captation des cellules
apoptotique. Il s‘agit du phénoméene d'opsonisation par lequel les cellules
dites présentatrices d'antigenes (lymphocytes, macrophages, cellules
dendritique...) vont recouvrir une particule destinée a étre phagocytée. Ainsi
les cellules apoptotiques peuvent se retrouvées recouvertes par des
molécules appelés facteurs du complément (C1q, C3...) et par des antficorps.
Ces derniers seront reconnus et phagocyté via la voie de captation par le

récepteur Fc.
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2.4.5. L'importance du processus de phagocytose

AU niveau des plagues avancées la phagocytose concerne principalement
les cellules apoptotiques méme s'il est d'ailleurs intéressant de noter qu'au
niveau des plagues avancées un net défaut de clairance des cellules
apoptotiques a pu étre observé. Ainsi, Schrijvers démontre que la majorité des
macrophages ne phagocytent qu'une seule cellule apoptotique. Une des
causes identifiees de cetfte diminution de phagocytose est I'existence d'une
compétition entre les LDL modifiés et les corps apoptotiques que nous avons
déja évoqué précédemment [72].

Enfin, il faut souligner a quel point ce processus de phagocytose est important
dans I'athérogenese, notamment pour la stabilité de la plaque.

D'une part une diminution de [Iélimination des LDL oxydées mene
inévitablement d une accumulation de ces LDL, nocive de par leurs effets
cytotoxiques notamment sur le recrutement des monocytes ou la
vasodilatation des cellules endothéliales.

D'autre part, une insuffisance dans la clairance des cellules apoptotiques
peut mener 4 une nécrose post-apoptotique qui serait a l'origine du
relargage de composés toxiques et donc de phénomenes inflammatoires
néfastes pouvant déstabiliser la plague et mener a la formation de thrombus.
Enfin il ne faut pas non plus négliger le fait que les macrophages sont
également responsables de la phagocytose de plaguettes et d'érythrocytes
qui menent & une activation pro-inflammatoire du macrophage et donc a
une déstabilisation de la plague.

Ainsi, la phagocytose du macrophage joue un réle a double facette, a la fois
pro-athérogene et antiathérogéne qui rend complexe toute interprétation sur

ses propriétés.
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TSP binding site

oxLDL like site 'CAM-3

Fig. 4 Récapitulatif des voies impliquées dans la phagocytose des cellules

apoptotiques

3. Homéostasie du cholestérol au sein du macrophage

L'noméostasie du cholestérol est absolument cruciale chez 'lhomme comme
le montre l'existence de diverses pathologies liées a un déséquilibre de cet
homéostasie (maladie de Tangier, sitostérolémie, xanthomatose...).

En effet, le cholestérol joue un réle majeur au sein de la cellule, a la fois
structural et métabolique. Il existe ainsi, un pool de cholestérol membranaire
surtout localisé au niveau de microdomaines nommeés rafts ou se concentrent
lipides et acteurs de ftfransduction de signaux. Ceux-ci peuvent qAussi
sinvaginer menant alors & la formation de cavéoles impliqués dans la
transcytose de diverses molécules. Et on trouve également un pool de
cholestérol infracellulaire, jouant un réle de précurseur de divers composes

selon le type cellulaire ou il se trouve (acides biliaires dans les hépatocytes,
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vitamine D dans les cellules de la peau, synthése d'hormones stéroides dans
les tissus stéroidogenes).

Les taux de cholestérol intracellulaire doivent donc étre tres finement régulés
et c'est pour cela que nous avons décidé de nous focaliser sur cette
homéostasie et plus particulierement sur la phase d'efflux de cholestérol qui
va se révéler déterminante dans la formation des cellules spumeuses.

Le pool de cholestérol cellulaire a deux origines. La premiere consiste en la
synthese de novo de cholestérol & partir d'acides gras dégradés en acétyl-
CoA par la B-oxydation. Cette réaction est catalysée par 'enzyme HMG-CoA
(Hydroxy-Méthyl-Glutaryl-COenzyme A), dont la synthese est limitante pour la
production finale de cholestérol. Le cholestérol peut également provenir de
la captation de lipoprotéines natives ou modifiees par divers récepteurs

cellulaires.

3.1.Captation du cholestérol au sein du macrophage
3.1.1. La voie du LDL-R

Pour se transformer en cellule spumeuse le macrophage doit internaliser de
tres grandes quantités de LDL. Si la captation de cholestérol a pu étre
constatée visuellement par microscopie des 1966 [73] il a fallu quelques
décennies avant que ces processus ne soient totalement élucidés. La
premiere voie découverte fut celle de la captation de lipoprotéines natives
par le récepteur aux LDL (LDL-R). Ce récepteur fixe a la fois I'apolipoprotéine
B, présente sur les IDL, les VLDL et surtout les LDL mais également
I'apolipoprotéine E que I'on retrouve sur les chylomicrons, les VLDL et les HDL.
Ce récepteur, synthétise dans le réficulum endoplasmique puis maturé dans
le Golgi est exprimé en surface. Une fois la lipoprotéine liee au récepteur, le
complexe formé est internalisé via un puits & clathrine et forme une
endosome. Cet endosome fusionne alors avec un lysosome, ce qui méne
d'une part au recyclage du récepteur et d'autre part a linternalisation du

cholestérol. La mutation de ce récepteur entraine I'nypercholestérolémie
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familiale, une pathologie particulierement grave puisqu'elle entraine des
complications cardiovasculaires chez les jeunes adultes atteints due a une
accumulation accrue de cholestérol plasmatique. Des 1975, Brown et
Goldstein démontrent déja l'existence d'une régulation négative de I'ARN
messager de ce récepteur par le cholestérol lui-méme, entrainant une
diminution de son expression et donc une diminution de linternalisation de

lipoprotéines [73].

La protéine SREBP (Sterol Regulatory Element Binding Protein) est ancrée a la
membrane de l'appareil de Golgi et du réticulum endoplasmique. Elle est
associeée a la protéine SCAP (SREBP-Cleavage Activating Protein) qui est
sensible & la concentration intracellulaire de cholestérol libre. Lorsque la
concenfration en cholestérol libre de la cellule devient trop faible SREBP est
transloqué dans le Golgi ou il subit une maturation protéique. Une fois sous sa
forme active SREBP quitte I'appareil de Golgi et joue le rdéle d'un facteur de
transcription en se liant a des SRE (SRE-binding proteins) de divers genes dont
celui du LDL-R et celui de 'HMG-CoA. [74][75]. Ces mécanismes ont pour but
de réguler les taux de cholestérol intracellulaire. Ainsi en cas de faible
concentration, I'expression de LDL-R est induite menant & une plus grande
captation de LDL natives et I'expression d'HMG-CoA est également stimulée,
ce qui provogue une augmentation de la synthese de novo de cholestérol.
En cas d'exces de cholestérol ces deux mécanismes sont réprimés. Cette
rétrorégulation négative vise a fournir a la cellule la quantité de cholestérol
nécessaire a son métabolisme, sans enfrainer d'accumulation inutile. Cette
régulation fine et contrélée que I'on retrouve dans les cellules périphériques

ne peut donc pas étre a l'origine de la formation des cellules spumeuses.

3.1.2. La voie des récepteurs scavengers

Les macrophages eux, captent le cholestérol des lipoprotéines modifiees qui
sont fres présentes au sein des plagues via les voies des récepteurs

scavengers. Ces voies ne sont pas régulées et constituent un phénomene
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d'élimination de ces lipoprotéines indispensable. Toutefois, lorsque cette
captation devient trop importante, on entre alors dans un contexte
pathologique ou le macrophage dérivant en cellule spumeuse pourra initier

la formation de la strie lipidique.

Ainsi, plusieurs récepteurs permettant la licison et linternalisation de

lipoprotéines modifiees ont pu éfre mis en évidence au cours du femps.

3.1.2.1. Lesrécepteurs scavengers de classe A

Les récepteurs scavengers de classe A type | et Il (SR-Al et SR-All) sont des
glycoprotéines transmembranaires homotrimeriques [77]. Le gene, situé sur le
chromosome 8 chez I'nomme, peut subir un épissage alternatif des exons 10
et 11 ou 8 et 9 menant respectivement a la formation de deux isoformes :
SRA-I et SRA-II [78]. Il a méme été démonftré qu'il existait un troisieme isoforme
. SRA-Ill, issu de I'épissage alternatif des exons 8 a 11, toutefois, assez
étonnamment, l'expression de cette isoforme réduit I'expression des deux
autres, laissant penser que ce réle de gene dominant négatif pourrait

intfervenir dans la régulation des récepteurs SRA [79].

Ces recepteurs ont une large spécificité de ligands puisqu'ils peuvent lier des
protéines, des polysaccharides, des lipoprotéines et des polynucléotides par
des lidisons électrostatiques au niveau d'un cluster de cystéines de la zone

carboxy-terminale du récepteur [80].

Les SR-A, comme nous l'avons vu précédemment sont impliqués dans la
captation de cellules apoptotiques. lIs interviennent également dans les
phénomenes d'adhésion cellulaire puisque la transfection de leur gene dans
la lignée HEK293 confere aux cellules un phénotype de cellules adhérentes

sur des surfaces auxquelles elle adhere fres peu normalement [81].
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Fig. 5 : Structure et fonctions des différents domaines des récepteurs

scavengers de classe A

L'établissement d'une lignée murine mutée pour les récepteurs SR-A a ainsi pu
confirmer ce réle dans l'adhésion cellulaire mais ont aussi révélé une
implication de ces récepteurs dans la défense contre les pathogenes. La
lignée murine doublement mutée (apoE -/- SRA -/-) développe des lésions
athérosclérotique environ deux fois plus petites que la lignée contréle (apoE -
/-) ce qui confiime clairement limplication de ces récepteurs dans la
formation des cellules spumeuses [82] comme l'avaient suggéré les
expériences in vitro préalables [83]. Néanmoins, on peut noter que la
subsistance de l'accumulation de cellules spumeuses chez les souris
doublement mutées souleve I'hypothese de l'existence d'autres voies

potentielles permettant la captation de lipoprotéines modifiées.
En ce qui concerne la régulation des réceptfeurs SR-A celle-ci semble

dépendre en partie de I'état de différentiation du macrophage. En effef,

l'utilisation d'esters de phorbol dans la lignée THP-1 et I'utilisation de M-CSF sur
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des macrophages humains dérivés de monocytes entraine tous deux une
forte induction de I'expression des SR-A [84] [85].

Enfin, les mécanismes de régulation des récepteurs SR-A restent encore assez
flous. Toutefois il apparait assez clairement que de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires sont impliquées dans la régulation de I'expression de SR-Al/II.
Ainsi, l'interféron gamma (INF-y), le TNF-a, et le TGF-B [86] [87] [88] induisent
une forte réduction de l'expression. Par conséquent, les conditions pro-
inflammatoires présentes au sein de la plague sembleraient jouer ici un réle
anfi-athérogene en diminuant la captation des lipoprotéines et donc la

formation de cellules spumeuses.

Les agonistes PPARy (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor gamma)
diminuent également I'expression des recepteurs SR-A. Les dérivés lipidiques
issus des lipoprotéines captées vont se lier aux récepteurs PPARy et ensuite
inhiber I'expression du récepteur [89]. Il existe donc un rétrocontréle négatif
qui limite 'accumulation de cholestérol dans les cellules spumeuses d'origine

humaine.

Un autre récepteur de la classe A pourrait potentiellement étre impliqgué dans
la captation de lipoprotéines : le récepteur MARCO (MAcrophage Receptor
with COllagenous structure). Toutefois son réle potentiel dans I'athérogenéese
a été suggéré de par sa similitude de structure avec les récepteurs SR-A mais
il a surtout été étudié pour son role dans l'immunité mais et fres peu pour son

potentiel réle dans la captation de lipoprotéines.

3.1.2.2. Les scavengers récepteurs de classe B

Le récepteur CD36 aussi appelé GPIV (pour glycoprotéine V) est un
récepteur spécifigue des LDL oxydées. Localisé sur le chromosome 7, son
gene peut subir I'épissage alternatif et 13 transcrits ont notamment été décrits
dans les monocytes circulants [90]. Cette glycoprotéine memlbranaire,

majoritairement localisée au niveau des cavéoles [91] possede une zone
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riche en proline avec de nombreuses cystéines impliquées dans la capacité

de liaison du récepteur.

EXTRACELLULAR

MEMBRANE

NH, GEDRNG XOAORSKTIK-COOH
INTRACELLULAR

Fig.6 : Structure du récepteur CD36 (Greenwalt Blood 1992)

Outre son implication dans la phagocytose des corps apoptotiques que nous
avons déja mentionné le récepteur CD36 joue d'autres roles, il est
notamment impligué dans les phénomenes d'agrégation plaquettaire
puisqu'il permet I'adhésion au collagene et a la thrombospondine [92][93].

Son réle dans la captation des LDL oxydées a eté déecouvert en 1993 [94]. Des
études complémentaires de transfection cellulaire ont permis de déterminer
que le récepteur CD36 est le récepteur ayant le plus d'affinité pour la
captation des LDL oxydées contrairement aux récepteurs SRA-I/Il qui capte
plus facilement les LDL acétylées [95]. Enfin, des études menées sur des souris
doublement mutées pour I'apoE et CD36 ont développé des lésions 45 & 75%
plus petites que les souris contréles démontrant le réle majeur que joue CD36
dans ce phénomeéne de captation des lipoprotéines modifiées [926]. Toutefois,
alors que des études menées in vivo semblent clairement démontrer le role
majeur de SR-A et CD36 dans les processus de captation [96][97] une étude
semble s'opposer completement a ces données. Ainsi, des travaux menés sur
des souris mutées pour apok, CD36 et SR-A démontrent une augmentation du

cholestérol plasmatique et des lésions plus importantes au niveau du sinus
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aortique pouvant méme étonnamment suggérer un réle athéroprotecteur

des récepteurs scavengers... [98]

La régulation de CD36 suit le méme schéma que celui des récepteurs SR-A
avec une induction de I'expression lors de la maturation du macrophage et
une réduction de I'expression en conditions inflammatoires [99][100].

En revanche, plus étonnamment il a été observé que les agonistes PPARy
induisent l'expression de CD36 confrairement a ce que l'on avait observé
pour les réecepteurs SR-A [101]. Les études de Moore [102] ont pu metire en
eévidence un systeme de compensation : I'induction de I'expression de CD36
par les agonistes PPARy s‘accompagne d'une diminution compensatoire de
SR-A qui pourrait avoir pour but de maintenir les flux de cholestérol. Les
récepteurs PPAR sont fres exprimés au sein du macrophage, on sait
également que de nombreux facteurs peuvent moduler leur expression. Ainsi
grGce a ce systeme le bon fonctionnement du systeme de captation de

cholestérol n'est pas altéré par les divers agonistes des récepteurs PPARSs.

3.1.2.3. Lesrécepteurs scavengers de classe D

CDé8 (et son homologue murin macrosialine) sont des protféines
fransmembranaires qui sont surtout exprimés au niveau du macrophage [103]
et que I'on refrouve largement au niveau de la plagque [104].

Malgré l'observation de la licison entre le récepteur CDé8 et les LDL oxydées
[105], la faible expression en surface du récepteur laissait un doute sur la
pertinence du réle de CDé8. Ainsi, les travaux de Ramprasad ont été
déterminants puisqu'ils ont permis de démontrer a la fois la forte induction de
la translocation de CDé8 en surface lorsque le macrophage est activé mais
aussi que l'utilisation d'un anticorps bloguant CDé8 pouvait diminuer de 30 &
50% la captation de LDL oxydées, mettant en avant le réle clé que semble en
fait jouer CDé8 [105]. La création de lignées murines mutées notamment
permettrait vraiment de mieux comprendre le réle exact de CDé8 dans un

contexte in vivo. D'autre part, une étude menée en 1997 a pu identifier un
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homologue humain de CDé8 pouvant également lier les oxLDL mais ces

études n'ont jamais été approfondies [106].

3.1.2.4. Lesrécepteurs scavengers de classe E

Le récepteur LOX-1 a été identifié en 1998. Comme les autres récepteurs
scavengers son expression est fortement induite par l'‘activation du
macrophage [106]. Malheureusement sa tres forte expression dans les cellules
endothéliales fait que la majorité des études ciblent ce type cellulaire
délaissant la piste d'un réle potentiel de LOX-1 dans le macrophage.
Quelques études ont tout de méme pu démontrer que linhibition de
I'expression de LOX-1 par la technique des siRNA entraine une forte réduction
de I'accumulation de cholestérol dans le macrophage [107]. D'autre part |l
est intéressant de noter, que confrairement aux précédents récepteurs

scavengers, I'expression de LOX-1 est activée par TGF- [108].

3.1.3. Bilan

Ainsi, les récepteurs permettant la captation des lipoprotéines présentent la
particularité  d'étre  multiligands. Pourtant malgré cette polyvalence
apparente leur réle dans la clearance des lipoprotéines n'en est pas moins
crucial. On peut aussi souligner le réle majeur que jouent les différentes
cytokines sur leur expression démontrant encore une fois I'importance de

I'aspect inflammatoire que I'on trouve dans I'athérosclérose.

3.2. Métabolisme intracellulaire

Une fois internalisées les lipoprotéines vont étre dégradées et leur contenu
lipidique va fransiter via divers compartiments cellulaires avant de rejoindre le
pool intracellulaire de cholestérol ou il pourra s’engager dans une voie de

métabolisation ou de stockage.
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3.2.1. De l'internalisation au stockage sous forme de gouttelette
lipidique
Juste apres internalisation de la lipoprotéine et fusion avec l'endosome

précoce le faible pH des endosomes favorise la dissociation des lipoprotéines

et de leurs récepteurs.

Au sein du lysosome deux enzymes sont notamment responsables de la
dégradation des lipoprotéines: la cathepsin D et la Lipase Acide Lysosomale
(LAL). La premiere d'entre elle va initier et prendre en charge la dégradation
de I'apoB100 en synergie avec la cathepsine B [109]. La seconde, la lipase
LAL, est responsable de I'hydrolyse des esters de cholestérol et des
triglycérides contenus dans la lipoprotéine [110]. On peut par ailleurs noter
que les déficits en lipase acide lysosomale sont associés a un phénotype
regroupant une surcharge lipidique hépatique et un risque élevé
d'athérosclérose notamment.

Par ailleurs, il a été démontré que ces enzymes pourraient étre secrétées par
le macrophage et ainsi participer a la dégradation in situ des lipoprotéines,
menant a la formation des gouttelettes lipidiques extracellulaires que l'on

peut observer au niveau des plaques [111].

Une fois sous forme libre une grande partie du cholestérol va rejoindre la
membrane plasmique pour y enrichir le pool de cholestérol déja présent et
une petite portion est délivrée au réticulum endoplasmique [112]. Le transport
peut se faire par voie vésiculaire ou non vésiculaire mais il est extrémement

complexe et est encore partiellement flou [113].

De méme les mécanismes permettant le transfert du cholestérol des
lysosomes au réticulum endoplasmique sont encore partiellement inconnus.
Toutefois limplication de la protéine Niemann-Pick a été clairement
démontrée notamment gréce aux études menées par Xie sur souris KO pour

NPC1 [114]. D'autre part on peut noter l'existence de la maladie de Niemann-
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Pick qui se caractérise notamment par I'accumulation de cholestérol libre
dans les lysosomes et endosomes tardifs et une synthese endogéene forte pour
compenser I'absence de disponibilité du cholestérol.
L'Acyl-CoenzymeA:cholesterol AcylTransférase (ACAT) est I'enzyme clé du
stockage du cholestérol intracellulaire. Son action consiste O estérifier le
cholestérol en lui transférant un acyl-CoA [115]. Elle se localise dans le
réticulum endoplasmique par lequel transite le cholestérol libre issu de la
captation des lipoprotéines. Toutefois une étude mentionne tout de méme sa
présence au sein du réseau frans-golgien dont on sait qu'il est 'un des sites de
transition du cholestérol [116]. Son importance dans la formation des cellules
spumeuses et I'athérogenese [117] en a fait une cible thérapeutique, en effet
I'utilisation d'inhibiteurs de I'ACAT permet de stimuler I'efflux de cholestérol
[118] et permettent de diminuer I'athérogenese.

L'induction de l'expression de I'ACAT a pu étre observée dans certaines
conditions, notamment lors de l'activation du macrophage [119] et en
présence d'INF-y [120]. Cela est en corrélation avec l'induction de I'expression
des récepteurs scavengers responsables de I'augmentation de la captation
de cholestérol au niveau du macrophage qui va entrainer une augmentation
du taux de cholestérol a estérifier pour ACAT. Au vu des effets toxiques du
cholestérol libre on peut en déduire que I'ACAT joue un réle déterminant dans

la protection de la cellule, empéchant son apoptose ou sa nécrose [121].

Cette étape d'estérification est réversible: les esters de cholestérols peuvent
étre ré-hydrolysés si nécessaire pour étre incorporés 4 la membrane ou

efflués.

3.2.2. La ré-hydrolyse des esters de cholestérol

I faut noter qu'il existe également, une hydrolase : la nCEH (neutral
Cholesteryl Ester Hydrolase) qui va ré-hydrolyser les esters de cholestérol
directement au niveau des gouttelettes lipidiques. Cette étape est

importante puisqu'elle va permettre l'efflux du cholestérol stocké. La nCEH
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présente au sein du macrophage a été spécifiquement étudiée puisqu'elle
peut jouer un réle central dans les processus d'athérogenese. Il a pu ainsi étre
démontré que la surexpression de la nCEH au sein du macrophage entraine,
de par son activité hydrolase, une diminution significative du taux d'esters de
cholestérols au sein de la cellule corrélée a une augmentation de l'efflux de
cholestérol [122]. D'autre part, il a également été montré gu'en absence
d'accepteurs le cholestérol libre est immédiatement ré-estérifieé par I'ACAT
[123] Enfin, des études ont été menées chez des souris LDL-R KO susceptibles
a l'athérogenese, surexprimant la nCEH spécifiuement au sein du
macrophage. Ces éfudes confirment le réle anti-athérogene de la nCEH
puisque ces souris développent des Iésions beaucoup moins importantes que
les souris contréle gr&ce a une stimulafion de la voie de retour inverse du
cholestérol [124]. Cefte enzyme est donc une cible potfentielle intéressante

dans le cadre pharmacologique.

3.2.3. Le double aspect de la captation du cholestérol

Ainsi, nous venons de voir que le macrophage capte et accumule du
cholestérol issu majoritairement de lipoprotéines modifiées. Ce processus est
bénéfique dans le sens ou il évite que les ces lipoprotéines n'exercent trop
longtemps leur effets déléteres au sein de la plaque. Ce cholestérol est
ensuite stocké au sein de la cellule spumeuse sous forme d'esters de
cholestérol permettant ainsi de ne pas subir les effets toxiques que peut jouer
le cholestérol libre dans une cellule.

Toutefois il faut garder a l'esprit que cette cellule spumeuse risque fortement
de devenir apoptotique, entrainant ainsi un accroissement du coeur
nécrotique et de Ila ftaille des Iésions athérosclérotiques, ce qui
dommageable.

Par conséquent, pour que les effets bénéfiques de ce systeme puissent étre
optimaux le processus d'efflux du cholestérol en exces des cellules spumeuses
vers un accepteur est absolument déterminant. En effet la prise en charge du

cholestérol par un accepteur qui le ramene vers le foie ou il est éliminé ou
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recyclé respectivement sous forme de cholestérol et d'acides biliaires permet
de désengorger le site du cholestérol en exces qui joue un réle absolument

néfaste.

3.3.Efflux du cholestérol hors du macrophage

L'efflux de cholestérol constitue la premiere étape de la voie du transport
inverse du cholestérol. Cette voie, qui a été évoquée des 1968 [125] permet
une élimination efficace du cholestérol en exces.

Les HDL naissantes constituent les accepteurs initicux de cette voie. Leurs
propriétés anti-athérogeniques [126] sont maintenant communément
admises et cetfte capacité a promouvoir la voie du transport inverse du

cholestérol a suscité un vif intérét sur le plan thérapeutique.

3.3.1. La diffusion passive

C'est le mécanisme le plus basique qui ait été proposé. Les flux de cholestérol
peuvent résulter d'une simple diffusion passive a travers la membrane, selon
un gradient de concentration du cholestérol [127]. Cette voie extrémement
minoritaire est sujette a controverse.

I a tout de méme été démontré que lincubation de cellules en présence de
particules HDL entraine un flux net de cholestérol de la cellule vers les HDL via
un mouvement de désorption [128]. Selon certaines études la forme de
'laccepteur joue un rdle important dans la cinétique du transfert de

cholestérol [129].

3.3.2. La voie de sécrétion de I'apoE

L'implication de cette voie dans le maintien de 'homéostasie du cholestérol
est clairement établie puisque les souris KO apoE constituent actuellement le
modéele animal le plus utilisé en tant que modele d'athérosclérose [130].

Cette apolipoprotéine secrétée par le macrophage notamment joue un réle

anti-athérogene de par sa capacité a promouvoir l'efflux de cholestérol [131]
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mais également par ses propriétés anti-inflammatoires, puisqu'elle est
capable de moduler l'activité de IL-2, diminuant ainsi la prolifération des
lymphocytes T et d'inhiber la réponse inflammatoire de type 1 via une
modulation de la sécrétion d'IL-12.

L'expression de I'apoE est largement induite lorsque le macrophage est activé
[132], en présence de TNF-a [133], ou en présence d'agonistes du récepteur
LXR (Liver X Receptor) [134], situation frequente lors de I'athérogenese. Plus
recemment il a été mis en évidence que la régulation de la sécrétion de
I'apoE est dépendante de I'expression du récepteur LDL et donc de I'état de
charge de la cellule [135] soulignant la propension de ce systeme a maintenir
I'homéostasie du cholestérol. Les agonistes PPARy induisent également
I'expression de I'apoE [136].

L'apoE se localise majoritairement dans l'appareil de Golgi, le réticulum
endoplasmique et les vésicules de sécrétion parmi lesquels il transite pour sa
maturation ou il est notamment glycosylé [137]. Ces modifications post-
transcriptionnelles ne semblent pas affecter la licison des lipoprotéines G
I'apoE méme si une étude montre que la sialylation de I'apoE peut favoriser
sa licison aux HDL [138]. Elle est par la suite secrétée via les vésicules de
sécrétion sous forme de particules discoidales [139]. Il faut noter qu'il existe un
phénomene de régulation entre les transporteurs ABC et I'apoE. Ainsi, ABCAT
semble contribuer a favoriser la sécrétion de I'apoE. Les patients Tangier
atteints d'une mutation d'/ABCAT1 ont ainsi également un défaut de sécrétion
d'apokE [140]. En ce qui concerne la régulation de I'apoE par ABCGI1 elle est
plus controversée. La délétion d'ABCG1 au niveau du macrophage
spécifiguement entfraine une induction de l'expression et de la sécrétion
d'apoE [141] alors qu'aucune modification de la sécrétion d'apoE n'est

observée dans un modele de souris KO ABCG1 [142].

3.3.3. Le récepteur scavenger classe B type | (SR-BI)

L'implication de SR-BI (homologue du gene Cla-1 humain) dans les processus

d'efflux de cholestérol a notamment pu étre démonftrée par des expériences
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de transfection in vitro [143]. Ce récepteur se localise majoritairement au
niveau des cavéoles et des rafts [144], réputés pour leur implication dans les
processus d'efflux de cholestérol. SR-BI est également connu pour pouvoir
capter le cholestérol, il a ainsi été démontré gu'il existe un flux bidirectionnel
et que le ratio influx / efflux dépend en fait du gradient de cholestérol entre le
milieu intracellulaire et I'accepteur / donneur [145]. Ainsi, les sous-fractions de

LDL n'ont pas la méme capacité d'efflux [146].

D'autre part, iI a été déterminé que SR-Bl requiert la présence de
phospholipides pour interagir avec son ligand. Ainsi il est intéressant de voir
que malgré le fait que la liaison entre SR-Bl et I'apolipoprotéine Al (apoAl) ait
été constaté, aucun flux de cholestérol vers cette apolipoprotéine n'est
réalisable [143].

Enfin, il a été démontré récemment que SR-Bl pourrait jouer un role
d'inhibiteur de l'efflux de cholestérol médié par ABCA1 [147] et par ABCGI
[148]. I 'y aurait ainsi formation d'un cycle futile avec recaptation du

cholestérol relargué via les ABC transporteurs par le récepteur SR-BI.
L'activation des récepteurs LXR pourrait étre une voie qui pourrait "court-
circuiter" ce cycle, ABCA1 et ABCGI1 étant fortement induit par les agonistes
LXR contrairement au récepteur SR-Bl. Toutefois ces études ont toutes deux
été menées dans des cellules HEK293 surexprimant les
transporteurs/récepteurs en question ce qui n'est pas forcément le modele le

plus pertinent au niveau physiologique.

Le r6le de SR-Bl a ainsi été largement décrit surtout au niveau des cellules
hépatiques toutefois certaines études clés menées sur des modeles murins
ont permis d'approfondir les connaissances sur le réle de SR-Bl dans le
macrophage.

Ainsi, une étude de fransport inverse du cholestérol in vivo consistant 4 suivre
le devenir de cholestérol tritieé de macrophages de souris contréle ou SR-BI KO

injectés chez des souris contrdles n'a révélé aucune différence au niveau de
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la répartition du cholestérol dans les fecés ou le plasma contrairement aux
souris ABCA1 KO et ABCG1 KO, suggérant que SR-Bl ne jouerait donc aucun
role dans I'efflux de cholestérol du macrophage in vivo [149].

Toutefois, ces résultats peuvent étre pondérés par les résultats obtenus en
2004 par Van Eck et al. Ces études de transplantation de moelle osseuse ont
démontré que l'efflux de cholestérol in vivo des macrophages vers les
particules HDL est diminué de pres de 20% chez les souris tfransplantées avec
de la moelle osseuse de souris SR-BI KO tandis que celui vers 'apoAl n'est pas
modulé. Toutefois, les mesures de la taille des lésions au cours du temps
révelent clairement qu'en phase précoce (souris jusqu'a 5 semaines d'adge) la
délétion de SR-Bl est bénéfique puisque la taille des Iésions est inférieure G
celles observées chez les souris controles. Au-deld, en revanche, la délétion
de SR-Bl est délétere, la taille des lésions étant beaucoup plus importante
chez les souris SR-BI KO que chez les souris contrdles.

Ainsi, SR-BI semblerait jouer un double réle. De par sa capacité d promouvoir
les flux de cholestérol de maniere bidirectionnelle selon les gradients de
concentration, SR-BI pourraif, en effet, initialement faciliter la formation de
|ésions en captant le cholestérol environnant, facilitant ainsi la formation de
cellules spumeuses. Puis, une fois la cellule gorgée de cholestérol, son
expression est réduite et sa fonction se résume principalement en l'efflux de
cholestérol vers les particules HDL, jouant alors un réle clairement anti-

athérogene.

Toutefais, si l'implication de SR-BI a été étudiée au sein du macrophage murin
le réle de Cla-1 dans les processus d'efflux dans le macrophage humain n'a

jamais été réellement étudié.

Enfin l'efflux de cholestérol est surtout connu pour étre médié par deux
transporteurs de la famille des ABC transporteurs : ABCA1 et ABCGI1 qui
jouent un réle majeur dans ce processus et qui suscitent ces dernieres années
un véritable engouement scientifique. Nous nous focaliserons sur ces deux

fransporteurs dans la prochaine partie.
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4. ROle des ATP binding-cassette transporters dans le macrophage

4.1.Caractéristiques

Les ABC transporteurs forment une superfamille de transporteurs subdivisee en
sept familles classées de A & G que I'on refrouve chez tous les organismes du
monde vivant. On retrouve ainsi pres de 50 ABC fransporteurs chez I'lhomme.
[150]

Si chez les procaryotes les ABC transporteurs sont principalement impliqués
dans I'import de composés essentiels tels que des sucres, des vitamines ou
des ions, en revanche, chez les eucaryotes, ils contribuent surtout a
I'élimination de divers composés, hors du cytoplasme ou hors des
compartiments intfracellulaires.

D’autre part, si chaque fransporteur a sa spécificité il faut tout de méme
noter la fres large spécificité de substrats de cette superfamille de
transporteurs (ions, polysaccharides, acides aminés, lipides, xénobiotiques...).
Les ABC transporteurs présentent un réel intérét pour la recherche médical et
scientifique. En effet, de par leur capacité a éliminer les agents toxiques ils
sont impliqués dans les phénomenes de résistance aux traitements
médicamenteux et dans les phénomenes de résistances aux antibiotiques
des bactéries. lls sont également largement impliqués dans de nombreuses
pathologies (mucoviscidose, maladie de Tangier, sitostérolémie, syndrome de

Dubin-Johnson...).

La structure des ABC fransporteurs est extrémement conservée. lls sont
constitués de quatre domaines : deux domaines fransmembranaires (TMD) et
deux domaines cytoplasmiques (Nucleotide binding domain) ou NBD.

Chaque domaine fransmembranaire TMD est constitué de six hélices alpha
ancrées dans la membrane plasmique ce qui fait un total de douze hélices
par transporteur. Ces domaines sont responsables de la spécificité du

substrat.
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Les domaines de liaison NBD possedent trois seéquences consensus formant la
cassette ABC qui caractérise les transporteurs ABC.

Les domaines walker A et walker B, que l'on retrouve chez tous les
transporteurs hydrolysant de I'ATP, espacés de 90 a 120 acides aminés et
chargés de la licison et de I'hydrolyse de I'ATP et le motif signature ABC
(LSGGQ), spécifiqgue des ABC fransporteurs, situé est juste en amont du
domaine walker B.

Il faut noter que cette structure correspond & un transporteur complet mais
qu'il existe parmi les ABC transporteurs de nombreux hémitransporteurs, tels
qu'ABCGI1, qui doivent s’Thomodimériser ou s’hétérodimériser pour devenir

fonctionnels.

En ce qui concerne le mode de fonctionnement des ABC fransporteurs il est
encore partfiellement inconnu. En effet, pour obtfenir ces données
mécanistiues des analyses apres cristallisation sont nécessaires or la
cristallisation protéique est un procédé assez complexe et il I'est encore plus
pour les ABC transporteurs dont le domaine TMD est tres flexible.

Ainsi, les résultats obtenus pour certains ABC transporteurs semblent indiquer
que l'interaction du domaine TMD avec le substrat induit un changement de
conformation qui est communiqué aux NBD afin qu'ils lient de I'ATP.
L'hydrolyse consécutive de I'ATP au niveau des NBD permet alors au

fransporteur de retrouver sa conformation initiale et de relarguer le substrat.

4.2.Les principaux ABC transporteurs impliqués dans le métabolisme
lipidique
4.2.1. Le transporteur ABCA12

La fonction de ce gene n'a été découverte gu'en 2002 [151] et ce
transporteur est donc encore relativement inconnu. Découvert de par son

implication dans une pathologie Iétale: l'ichtyose arlequin, il semble impliqué
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dans le transport de lipides de l'appareil de Golgi vers la périphérie des
kératinocytes mais aucun mode de fonctionnement n'a été mis en avant. Il a
tout de méme été démontré que l'expression de ce gene pouvait étfre

modulée par les agonistes PPAR et LXR [152].

4.2.2. Le transporteur ABCA7

ABCA7 est le tfransporteur ABC qui présente le plus d'homologies avec ABCAT
dont on connait le réle majeur dans 'homéostasie du cholestérol. Toutefois
aucune pathologie n'a pu étre reliée a ABCA7. L'établissement de lignées
murines KO pour ABCA7 qui pourrait apporter beaucoup d'éléments est sujet
a controverse : si selon certaines équipes cette construction s'est révélé 1étale,
selon d'autres elle ne présente pas de phénotype particulier en dehors d'une
diminution de 50% du tissu adipeux blanc [153]. D'autre part, il a pu étre
constaté que la régulation et la localisation d'ABCA7 et ABCA1 sont
completement différentes ce qui peut laisser penser qu'ABCA7 joue un rdle
bien distinct d'ABCAT mais qui reste encore a déterminer plus précisement
[154]. Et s'l permet l'efflux de phospholipides vers I'apoAl, en revanche
confrairement G ABCA1, ABCA7 ne peut rédliser l'efflux de cholestérol.
Récemment il a été démonifré qu'ABCA7 pourrait jouer un réle dans la
phagocytose de corps apoptotiques [155-156]. Il a toutefois été démontré
qu'ABCAY pourrait notamment étre impliqué dans les processus de régulation

de la sécrétion du précurseur amyloide dans le cerveau [157].

4.2.3. Le transporteur ABCB4

ABCB4 est un transporteur important puisque son absence entraine de graves
pathologies telles que des choléstases ainsi des souris mutées pour ABCB4 ne
peuvent plus du tout excréter de phosphatidlycholine dans la bile [158]. Son
role consiste & transloquer du feuillet interne au feuillet externe les

phosphatidlycholines au niveau de la membrane des canalicules biliaires de
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I'hépatocyte afin de les transférer aux sels biliaires. ABCB4 est surtout régulé

par les sels biliaires [159] mais aussi par les agonistes du récepteur FXR [160].

4.2.4. Le transporteur ABCG4

ABCG4 est tres fortement exprimé au niveau cérébral. Il est capable de
favoriser l'efflux de cholestérol vers les particules HDL et a donc été proposé
comme candidat a I'hétérodimérisation avec ABCGI1. De plus, ABCG4 est,
tout comme ABCGI tres fortement régulé par les agonistes LXR / RXR. [161]
Toutefois les différences d'expression de ces transporteurs au niveau de divers
tissus [162] font que cet assemblage doit étre relativement mineur. Il faut aussi
noter que le fait que des souris ABCG1 KO sous traitement aux agonistes LXR /
RXR ne récupere pas le profil d'efflux des cellules wild-type laisse penser
qu'ABCG4 semble jouer un réle tout a fait mineur dans I'efflux de cholestérol

au niveau du macrophage [163].

4.2.5. Les transporteurs ABCG5 / ABCG8

La mutation homozygote d'ABCGS5 ou ABCGS8 entraine une pathologie : la
sitostérolémie caractérisée par une hyperabsorption de stérols (phytostérol et
cholestérol) par lintestin et un défaut d’'excrétion de stérols biliaires dans
I'hépatocyte menant a une hypercholestérolémie, la formation de xanthome
et une athérosclérose précoce [164]. Leurs genes présentent la grande
particularité de se situer sur le méme locus en tandem avec un promoteur
bidirectionnel [165]. En 2004 I'établissement d'une lignée de souris KO pour
ABCGS5 et ABCG8 a permis de démontrer que I'administration d'ezetimibe
bloguant l'absorption de phytostérol permet de restaurer un phénotype

normal [166].
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4.2.6. Tableau récapitulatif

Localisation . Pathologies
Nom : Expression Substrats i
Chromosomlque associees
Peau,
placentaq,
ABCA12 testicules, . .
ICR2C 2034 ooUMOnS, Lipides lchtyose arlequin
estomac, tissus
foetaux
Cerveau,
ABCA7 19p13.3 poumons, Phospholipides
macrophages,
plaguettes
ABCB4 , . .
MDR3 7921.1 Hépatocytes Lipides Cholestase
Cerveau,
ABCG4 11923 coeur, thymus, Cholestérol
rate
ABCG5 / . . . . T
ABCGS 2p21 Intestin, foie Stérols Sitostérolémie

4.3. ATP-Binding Cassette Al : ABCA1l

4.3.1. Le gene et sa régulation

Anciennement appelé ABCI1 le gene d'ABCAI1 fut initialement cloné chez

'homme par une équipe francaise en 1994, ce gene se trouve sur le

chromosome 9 au locus 9g31.1 [167]. En 2000, la séquence complete du

gene fut obtenue. Ainsi, il a été déterminé que le gene d'ABCAT1 murin est de

100kb tandis que le gene humain est de 149kb. Il est constitué de 50 exons de

taille relativement petite et 49 introns dont la taille est beaucoup plus

variable.
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La comparaison entre les promoteurs humain et murin a révélé une tres forte
conservation de nombreux motifs suggérant gu'ils jouent un réle important
dans la régulation du gene (SP1, AP-1, SRY/SOX5, NFY et NF-kB). Ces motifs
sont connus pour étre impliqués dans la régulation de genes majeurs du
métabolisme lipidique tels que LDL-R, CD36, SR-BI [168].

D'autres analyses du promoteur ont également permis lidentification sur le
promoteur de 7 domaines SP1, 4 SRE (Sterol Regulatory Elements), et un ilot
CpG [169]. L'analyse des SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) a aussi pu
apporter certains renseignements : Nofamment le SNPs R219K de la région
codante d'ABCA1 a pu étre associé a une modification des taux
plasmatiques de lipides, a savoir une augmentation du taux de HDL et une
diminution du taux de triglycérides, ceci étant corrélé a une diminution de
I'athérosclérose [170] tandis que d'autres études montrent une corrélation
avec de haut risques cardiovasculaires mais sans variation du profil lipidique

plasmatique [171].

Les récepteurs LXR et RXR sont trés largement impliqués dans la régulation du
gene d'ABCAT1 [172-173]. lls peuvent étre directement activés par leur ligands,
des oxystérols tels que le 22(R)-hydroxycholestérol, le 24(S)-hydroxycholestérol
ou encore le 24,25-epoxycholestérol [174] ou bien indirectement comme il I'a
été observé dans des macrophages humains dérivés de monocytes via une
activation des récepteurs PPARa et PPARY qui vont & leur tour activer les
récepteurs LXRa [175]. Il a par ailleurs été identifié dans le géne humain
d'ABCAT1 I'existence d'un promoteur interne d'ABCA1 contenant des éléments
de réponse aux agonistes LXR fonctionnels in vivo [176]. D'autre part il est
intéressant de noter que dans le macrophage murin les régulations par les
agonistes PPARs different. Ainsi, les agonistes PPARs n'induisent pas I'expression
d'ABCAT1, et ce, malgré une induction de I'expression de LXRa. via PPARa [177]
Il faut donc souligner qu'il existe une tres forte différence entre macrophage
humain et murin en ce qui concerne la régulation par les agonistes PPARs.

Cette différence se fait sur frois niveaux. Les taux d'expression de chacun de
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ces récepteurs nucléaires au sein des macrophages mais aussi les taux
d'expression de leur corépresseurs / coactivateurs et enfin il existe aussi une
variation au niveau des promoteurs de ces genes et donc de leur régulation
[178].

I a également été démontré que SREBP pouvait diminuer l'activité du
promoteur ABCA1 diminuant ainsi par la méme occasion l'efflux de
cholestérol que gere ABCAT1. Nous avons vu préecédemment limplication de
SREBP a favoriser 'augmentation des taux intracellulaires de cholestérol, ce
mécanisme va également dans le sens de l'augmentation des tfaux

infracellulaires de cholestérol.

Il existe également une autre voie majeure d'actfivation de I'expression
d'ABCA1 qui, n'existe que chez les modeles murins : I'activation par I'AMPc
[179]. Il a été démontré que la stimulation de I'expression du gene ABCAI
murin par I' AMPc requiert la présence de deux éléments de réponse localisés
dans I'infron 1 du gene : un élément de liaison pour le facteur de transcription
CREB et un élément de licison pour les facteurs de transcription STAT3/4. Ainsi
I'absence de I'élément de réponse CREB dans le gene ABCAT1 humain, alors
qgue celui pour STAT3/4 est conservé, explique que I'TAMPC ne soit pas en
mesure d’induire I'expression du gene ABCAI1 chez I'homme [180]. Il a
également été démontré que l'expression d'/ABCA1 pouvait étre réprimée
notamment par le répresseur transcriptionnel qu'est la protéine aux doigts de
zinc ZNF202 [181] ou induit par le vérapamil qui bloque les canaux calcium
[182].

Enfin, de nombreuses études ont pu mettre en avant limpact de cytokines
pro et anfi-inflammatoires sur I'expression d'ABCAT. Ainsi, les cytokines pro-
inflammatoires semblent diminuer nettement I'expression d'ABCA1 au sein du
macrophage comme le montre les résultats obtenus avec INFy [183], II-1 [184-
185] ou TNFa [186]. D'autre part les cytokines anti-inflammatoires, a l'inverse
induisent I'expression d'ABCAT1, que ce soit IL-10 [187] ou TGFB [188].
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4.3.2. La protéine ABCA1l

La protéine codée par le gene ABCAI1 porte aussi le nom de CERP
(Cholesterol Efflux Regulatory Protein) de par son activité clé dans les

processus d'efflux de cholestérol.

Fig. 7 Structure d'ABCA1 (d'aprées Oram)

ABCA1 est exprimé de maniere ubiquitaire. Toutefois il est beaucoup plus
exprimé dans certains fissus : le placenta, les poumons, les glandes surrénales,
l'intestin, les tissus foetaux et surtout le foie et les macrophages [167;189].
ABCAT1 est une protéine qui a une demi-vie plutét courte d'environ 2h [190],
cefte instabilité protéique est due a un motif PEST (Proline Glutamate Serine
Thréonine) au niveau d'une boucle intracellulaire dont la phosphorylation
entraine la dégradation immédiate de la protéine par le protéasome.
Toutefois, il a été démontré dans des macrophages péritonéaux que la liaison
de I'apoAl avec ABCAT1 permet de largement améliorer la stabilisation de la
protéine. Cette stabilisation se fait via une dégradation de la calpaine,

protéase impliquée dans la dégradation d'ABCAT1 par le protéasome [191].

ABCA1 peut également étre stabilisé via une phosphorylation de sa protéine.

Ainsi, comme nous I'avons vu précédemment 'AMPc a la capacité d'induire
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l'expression d'ABCAT1 chez la souris mais pas chez I'homme, de par l'absence
du site CREB dans le gene humain. Toutefois 'AMPc n'est pas sans effet chez
I'homme. Il a en effet été démontré que dans des fibroblastes 'AMPc induit la
phosphorylation d'/ABCAT permettant ainsi sa stabilisation. De plus, lorsque
des fibroblastes issus de patients Tangier portant une mutation au niveau du
gene ABCAT qui affecte son interaction avec I'apoAl sont utilisés, AMPc ne
peut pas induire la stabilisation de la protéine ABCAT; laissant ainsi penser
que la présence d'apoAl pourrqit étre nécessaire a cette phosphorylation
[192].

Il est également intéressant de noter qu'ABCAT1 est forfement exprimé au
niveau des membranes basolatérales de diverses cellules telles que des
cellules intestinales [193], les hépatocytes [194] suggérant une possible
existence de facteurs ciblant ABCA1 et ['adressant spécifiguement a

certaines membranes de cellules polarisées.

Des études ont également pu mettre en avant que l'inhibition de la synthese
protéique, aussi bien que le blocage du transport protéique au niveau du
réticulum-Golgi ou encore au niveau des endosomes tardifs se répercute sur
l'efflux vers I'apoAl et souligne donc I'importance du transport d'ABCAT au

niveau vésiculaire [194].

En effet linhibition de toute synthése protéique par le cycloheximide
provogue une réduction notable de I'efflux ce qui permet de dire qu'au cours
du temps ABCA1 membranaire est dégradé, et I'efflux de cholestérol requiert
alors la synthese de novo et I'apport a la membrane d'/ABCA1. De méme, la
brefeldine, qui entraine la fusion du Golgi et du réticulum bloquant ainsi la
voie de sécrétion protéique, entraine une diminution de l'efflux indiquant ainsi
qu'ABCAT1 doit étre transloqué du Golgi au retficulum puis a la membrane

pour médier l'efflux [194].
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4.3.3. Réle d'ABCA1 dans l'efflux et la formation de cellules spumeuses

La maladie de Tangier est tres rare, découverte en 1961 elle touche une
cinquantaine de patients a travers le monde et fut & l'origine découverte sur
Ile de Tangier, en Virginie, dont elle fient le nom. Actuellement d'autres
patients ont été découverts un peu partout a travers le monde. Ces patients
développent une athérosclérose précoce, avec un taux de HDL plasmatique
quasi nul, et une accumulation de cholestérol dans les tissus périphériques se
traduisant notamment par des opacités cornéennes, des amygdales
orangées, une hépatomégalie, une splénomégalie ou dans les cas plus
avancés une neuropathie. [195-197]. La découverte de cette pathologie due
a la mutation d'/ABCAT a initieé de nombreuses études destinées a approfondir

les connaissances sur ABCAT.

Ainsi, le réle de ce transporteur dans l'efflux de cholestérol et de
phospholipides a été largement étudié. Toutefois, avant la découverte de la
maladie de Tangier il avait déja été démontré qu'ABCAT joue un role
absolument crucial dans l'efflux de cholestérol et de phospholipides vers
I'apolipoprotéine Al [198].

Ainsi, Langmann a également démontré que dans des macrophages
humains en présence de LDL acétylées l'expression d'ABCA1 est largement
induite alors que la présence de particules HDL a 'origine d'une déplétion en
cholestérol des cellules diminue son expression confirmant le réle clé d'ABCAT
dans le métabolisme du cholestérol [199]. D'autre part Favari a montré que la
charge en LDL oxydées dans le macrophage entraine une diminution de
I'expression d'ABCAT. Ainsi, si les différents stérols servent de substrats & ABCAT
ils sont également largement responsables de la régulation de son expression.
Tous ces résultats ont été confortés par diverses études menées in vivo. Ainsi,
la surexpression d'ABCA1 enfraine une netfte protection dans le
développement de I'athérosclérose chez des animaux sous régime

hypercholestérolémique [200].
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D'autre part, les études menées sur des souris KO ABCA1 démontrent une
accumulation de cholestérol dans les tissus et un défaut au niveau du
tfransport des lipides de l'appareil de Golgi vers la membrane plasmatique
démontrant ici le réle intracellulaire d'ABCA1 [201].

Enfin la délétion spécifique d’ABCA1 au niveau du foie chez la souris
s'accompagne d'un taux de HDL réduit de prées de 80% rappelant le
phénotype des patients de la maladie de Tangier et démontrant lintérét
d'ABCA1 hépatique [202].

4.3.4. R6le d'ABCAL dans la genese des particules HDL

La délétion tissu-spécifique d’ABCAT1 chez la souris a permis de dégager des
roles importants d'ABCA1 pouvant éventuellement soulever de nouvelles
pistes thérapeutiques. Ainsi en 2005 et 2006 deux études ont été publiées,
visant a déterminer le réle d'/ABCA1 au sein de lintestin et au sein du foie,
connus pour étre le siege de la synthése d'apoAl. Ainsi le modele murin
invalidé pour ABCA1 au niveau de lintestin a permis de démontrer qu'ABCAI
est largement impliqué dans lefflux de cholestérol au niveau de la
membrane basolatérale, étant responsable de la genese de pres de 30% du
pool de HDL. Ainsi, I'absence d'ABCAT résulte en une diminution indirecte de
I'apport de cholestérol aux particules HDL et par conséquent en une forte
réduction du taux de HDL plasmatique, parallelement a cela, le cholestérol,
non éliminé s'‘accumule alors au sein des cellules. Ainsi I'expression d'ABCAI
au niveau de lintestin est cruciale pour le maintien des taux de HDL
plasmatiques [203]. En ce qui concerne le réle d'ABCAT1 au niveau hépatique,
sa délétion entraine une réduction de pres de 80% du pool de cholestérol
plasmatique et une dégradation de I'apoAl non enrichie en cholestérol par
ABCAT, révélant ainsi le réle majeur d'ABCA1 hépatique. Ainsi, s'il était connu
que le foie est la source majeure de HDL cette étude a permis de démontrer
guU'ABCA1 est responsable du maintien de ce pool de HDL via sa capacité a
lipider les particules d'apoAl menant ainsi a la formation des HDL naissantes
[204].
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D'autre part, il a été montré qu'au sein d'llots béta du pancréas humain, siege
de la production de linsuline, I'absence d'ABCAT1 entraine une accumulation
de cholestérol qui se répercute sur la sécrétion d'insuline qui se trouve alors

séverement diminuée.

Ceci pourrait suggérer que lI'accumulation de cholestérol pourrait ainsi étre
un des facteurs responsables de la dysfonction cellulaire des ilots béta.
D'autre part, I'utilisation des thiazolidinediones dans le traitement du diabete
a été démontré comme ayant des effets bénéfiques sur la masse des cellules
béta, leur fonctionnalité, mais aussi sur leur contenu lipidique. Ces molécules
étant des agonistes des récepteurs PPARY il est ainsi envisageable que leur

effet se fasse notamment via l'activation d'ABCA1 [205].

En dehors de ce réle de médiateur du transport de cholestérol et de
phospholipides ABCA1 a été montré comme étant capable de médier le
transport de a-tocophérol [206], d'interleukine [207] et d'anions [208] mais ces

propriétés n'ont pas été réellement approfondies.

D'autres fonctions que celle de transporteur ont également été attribuées a
ABCAT. Ainsi, il a été suggéré qu'ABCAT pourrait jouer un réle dans I'apoptose
cellulaire puisqu'l a été montré qu'il est fres souvent associé au "death
receptor’ FADD et que bloquer cette interaction diminue l'efflux de
phospholipides vers I'apoAl. ABCA1 semblerait aussi étre impliqué dans le
processus de phagocytose. En effet il a été montré que les souris ABCAT KO
montrent deux fois moins de phagocytose de cellules apoptotiques que des
souris contréles [209], de méme I'utilisation d'un anticorps anti-ABCAT réduit
tres fortement la capacité phagocytaire des macrophages [210]. Et si
notamment, I'nypothese de limplication d'’ABCA1 dans un réarrangement
lipidigue membranaire a été avancée [211] le réle méme d'ABCA1 dans la
phagocytose reste encore discuté. Ainsi, des études menées sur des

fibroblastes de patients Tangier [212], ou dans des macrophages murins
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péritonéaux transfectés par des siRNA ciblant ABCA1 [213] ne présentent

étonnamment aucune réduction de leur capacité de phagocytose.

4.3.5. Mécanisme de fonctionnement d'ABCA1

ABCAI1 permet donc le transport de cholestérol et de phospholipides vers
l'apoAl. De part, son appartenance a la famille des ABC transporteurs ABCAT
pourrait former un canal dans la membrane permettant ainsi le transfert de
lipides de la couche interne d la couche externe via I'nydrolyse d'ATP.

Actuellement deux mécanismes ont été proposés. D'une part, le cholestérol
libre, notfamment issu de I'hydrolyse des esters de cholestérol stockés dans la
cellule pourrait étre complexé avec des phospholipides au sein de l'appareil
de Golgi pour former des vésicules qui seraient alors fransloquées a ABCA1 au
niveau de la membrane. Les lipides traverseraient alors la membrane pour
inferagir avec l'apolipoprotéine et former une particule HDL. L'autre
hypothése correspond plus O un mécanisme de rétfroendocytose ou dans ce
cas l'apolipoprotéine interagit avec ABCAI, est internalisee et I'ensemble
interagit alors avec des vésicules de lipides formés dans le cytoplasme. Le
complexe apolipoprotéine / cholestérol ou phospholipides peut alors éfre

relargué [214].
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Fig. 8 Mécanismes d'efflux de cholestérol via ABCA1 (D'apres Santamarina-

Fojo)
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Aucune analyse structurale d'ABCA1 n'ayant été menée on ne peut
gu'extrapoler a ABCA1 les mécanismes découverts dans d'autres

transporteurs ABC comme nous I'avons vu précédemment.

4.4. ATP-Binding Cassette G1 : ABCG1

En 1997, Croop isola dans des lignées cellulaires humaine et murine un
homologue du gene white de drosophile. Les protéines codées par les genes
humains et murins montrent plus de 55% d'homologie avec celle codée par le
gene white de drosophile et plus de 97% d'homologie entre elles. La protéine
white, qui appartient a la superfamille des fransporteurs ABC est connue pour
son implication dans la coloration des yeux de drosophile. Apres dimérisation
avec un autre ABC ftransporteur tels que Brown ou Scarlet il permet la
captation de précurseurs: la guanine et le tryptophane qui sont nécessaires a
la synthése des pigments de I'ceil. Chez 'nomme on sait que le tryptophane
est un précurseur de la sérotonine et de la kynurénine, tous deux impliqués
dans les troubles neurologiques (neurodégénérescence, dépressions...). Ces
études préliminaires ont également permis de déterminer que cette protéine
est fortement exprimée dans le cerveau et que son géne est localisé au
niveau du chromosome 21 sur le locus 21g22.3, dans une région fres
impliguée dans les froubles neurologiques (surdité, froubles bipolaires...). Ainsi,
a cette époque, 'homologue du gene white de la drosophile, qui n'est autre
qu'ABCGI, représentait surtout un excellent gene candidat pour ces troubles

neurologiques [215].

4.4.1. Le gene et sa régulation

Le gene humain d'ABCG1 de 98kb, est constitué de 23 exons et se localise sur
le chromosome 21 (21922.3). Différents transcrits, issus d'épissages alternatifs
ont pu étre obtenus dans différent types cellulaires. Chez 'nomme les exons
11 & 23 sont communs 4 tous les transcrits qui différent par conséquent au

niveau de la zone amino-terminale, le transcrit majeur étant celui constitué
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des exons 5 et 7. On refrouve le méme type de configuration chez la souris
avec la présence chez tous les transcrits des exons 3 a 15 et I'existence d'un
transcrit majeur composé en partie amino-terminale des exons 1 et 2 [216-
218].

Genomic organization

Human (-2 0800H040

Mouse
TM domains
ABC

T . Predicted protei
hABCG1-a 678 aa
hABCG1-b 786 aa
hABCGT1-c 682-697 aa
mABCGT-a 666 aa
mABCG1-b 714 aa
mABCGT-¢ 682 aa

Fig. 9 Structure du gene d'ABCG1 (d'apres Baldan)

Les analyses du gene ont permis lidentification de sites de liaison & NF-kB, &
PPAR,  RXR et a LXR [219-220]. Il a effectivement pu étre constaté que les
oxystérols induisent fortement I'expression d'ABCG1 et cet effet a pu étre
attribué a un effet transcriptionnel des oxystérols sur ABCG1 via l'activation
des récepteurs LXR/RXR. En effet, il est impossible d'activer ABCG1 par des
oxystérols dans des macrophages mutés pour les récepteurs LXR [221]. En ce
qui concerne les agonistes PPARy il a été démontré chez la souris que leur
capacité a induire I'expression d'ABCG1 se fait indirectement via I'activation
des récepteurs LXR [222].
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D'autre part, il a été plusieurs fois mis en évidence que l'expression d'ABCGI
est fortement induite lors de la différenciation du monocyte en macrophage
[223-224] ou lors de la transformation du macrophage en cellule spumeuse,
consécutive a une forte charge en cholestérol du macrophage [219;221;223].
Inversement, il a aussi été démontré que la diminution de la charge en
cholestérol du macrophage entraine une diminution de l'expression d'ABCG
[223].

Ainsi, la regulation de l'expression d'ABCG1 dépend largement de la charge
en cholestérol ou en oxystérols de la cellule ce qui vise en fait a favoriser
I'efflux de cholestérol et donc a ralentir la formation des cellules spumeuses.

Toutefois contrairement a ABCA1 dont il avait été démontré qu'il était
largement induit par le LPS, ABCG1 semble ne pas répondre pas au contexte
inflammatoire qu'induit le LPS [225] ou alors fres faiblement [226]. D'autre part,
il apparait clairement que les cytokines pro-inflammatoires telles que TNFa
[184;227] ou IL-1 [184] induisent une réduction de l'expression d'ABCG1 alors

qu'a contrario, I'L-10 anti-inflammatoire induit son expression [186].

4.4.2. La protéine ABCG1

La protéine ABCGI1 étant un hémi-transporteur, elle doit se dimériser pour
remplir ses fonctions. Il a ainsi été suggéré qu'elle pourrait notamment
s'hétérodimériser avec ABCG4 [228] ou bien méme sThomodimériser [229]. Ce
phénoméne serait manifestement largement dépendant du niveau
d'expression du partenaire dans un tissu donné. Ainsi, il a été montré
quU'ABCGI1 s'hétérodimerise avec ABCG4 dans le cerveau ou ce dernier est
largement exprimé tandis que dans le macrophage ou ABCG1 est majoritaire
il sshomodimerise pour former un transporteur complet permettant ainsi I'efflux

de cholestérol.

ABCGI1 est majoritairement exprimé au niveau du cerveau, des poumons,

des glandes surrénales et des macrophages [223]. Il a été démontré des 2001
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par microscopie qu'il y avait une tres forte expression d'ABCG1 au niveau des
cellules spumeuses et plus précisément au niveau de la surface cellulaire et
des structures périnucléaires. Cette méme étude a permis de constater que
les macrophages issus de patients Tangier expriment plus fortement ABCGI,
laissant penser a une possible compensation d'ABCA1 par ABCG1 toutefois
inefficace aux vues des conséguences physiologiques de la mutation
d'ABCA1 chez ces patients [217]. D'autre part il a été suggéré la possibilité
que les agonistes LXR provoqueraient, en plus de l'activation
transcriptionnelle que nous avons évoqué précédemment une mobilisation
du transporteur ABCG1 infracellulaire pour gu'il soit transloqué a la membrane
[230]. Toutefois ces résultats furent I'objet de vives confroverses. Certains
pensant nofamment que cette observation de franslocation a la membrane
ne correspondait qu'd un simple processus de maturation protéique Ainsi, si
ce procédé était confirmé linduction de I'expression et linduction de la

translocation a la membrane permettrait de potentialiser I'effet d'ABCG1.

4.4.3. Le r6le d'ABCG1 dans athérogenese

Ce n'est que trois ans aprés les travaux initiaux de Croop, en 2000, que
I'équipe de Klucken mit en évidence qu'ABCG1 (homologue du gene ABCS8
murin) est clairement impliqué dans la régulation du transport du cholestérol
au sein du macrophage. Le gene fut initialement identifié par sa régulation
étroitement liée a la charge en cholestérol du macrophage. Ainsi, le fait que
la charge en cholestérol induise son expression et que I'efflux de cholestérol
enfraine une diminution de son expression ont fait d'ABCG1 un candidat
potentiel pour la régulation de I'efflux de cholestérol. Et en effet, les travaux
d'inhibition de l'expression d'ABCG1 par des oligonucléotides antisens au sein
du macrophage ont démontré une réduction partielle de lefflux de
cholestérol [223]. Ultérieurement les études de surexpression d'ABCG1 dans
des cellules HEK ont clairement démontré une augmentation spécifique de

l'efflux de cholestérol vers les particules HDL Cet efflux se fait plus

56



particulierement vers les particules HDL2 et HDL3, et méme étonnamment sur

les LDL mais pas sur l'apoAl [231-232].

Une premiere étude in vivo menée par Kennedy sur une lignée de souris
ABCG1 KO en 2005 montre que les jeunes souris mutées pour ABCG1 ont un
phénotype comparable aux souris wild-type sous un régime alimentaire
normal. En revanche, lorsque les souris deviennent plus vieilles (15 a 25
semaines) elles montrent une tres forte accumulation de lipides neutres et de
lymphocytes au niveau de leurs poumons. L'administration d'un régime gras
amplifie ce phénomene. Cela est assez cohérent avec la forte expression
d'ABCGI1 qui avait pu étre observé préecédemment au niveau pulmonaire.
D'autre part, I'observation d'accumulations massives de cholestérol dans les
macrophages et dans les hépatocytes lorsque les souris ABCG1 KO sont
soumises a un régime riche en cholestérol et en graisses renforce I'hypothese

du réle crucial d'ABCG1 dans I'noméostasie du cholestérol dans ces tissus.

En 2005-2006 trois études ont été publiées sur des souris susceptibles &
I'athérosclérose (apoE KO ou LDL-R KO) ayant été transplantées par des
cellules de moelle osseuse de souris ABCG1 KO. Ces études présentent
I'lavantage de cibler plus spécifiquement le réle d'ABCG1 dans les cellules
hématopoiétiques uniquement et permet de s'affranchir des effets
périphériques. Toutefois ces études qui visent & priori a étudier le réle
d'ABCG1 surtout au niveau du macrophage présentent alors le biais d'avoir
les autres cellules issues de la moelle osseuse également invalidées pour

l'expression d'ABCG]1 (telles que les cellules dendritiques ou les granulocytes).

Les études de Baldan menées en 2006 montrent clairement que ces souris
transplantées, soumises a un régime gras ont une fres forte augmentation de
l'apoptose au sein de la plaque, une diminution significative de la taille des
|ésions et une forte accumulation de cholestérol libre dans les macrophages.
On peut supposer que cette accumulation de cholestérol libre est a I'origine

de la forte apoptose observée, en revanche linduction de I'apoptose au sein
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de la plague peut parditre contradictoire avec la réduction de la taille des
lésions. En effet, les cellules apoptotiques étant a l'origine de la formation de
la Iésion, une augmentation de l'apoptose devrait se fraduire par une

augmentation du volume de la plaque [233].

La méme année la transplantation réalisée par Ranaletta mene aux mémes
conclusions. Les souris sous régime western dgées de sept semaines ne
montrent aucune différence en ce qui concerne la taille des Iésions alors qu'a
11 semaines toujours sous le méme régime on peut observer une réduction de
la taille des lésions chez les souris ABCG1 KO [234].

Ainsi, ces deux éfudes monitrent gu'une délétion d'ABCGI1 enfraine une
réeduction de la taille des lésions, laissant suggérer, confrairement a ce que

I'on aurait pu penser, a un réle pro-athérogene d'ABCG

La troisieme étude démontre comme les précédentes que la délétion
d'ABCGI1 n'a aucune répercussion sur les taux de lipides et de lipoprotéines
plasmatiques. En revanche cette étude permet I'observation d'une tres forte
augmentation de la taille des Iésions en I'absence d'ABCGI, corrélée a une
forte réduction de lefflux vers les particules HDL suggérant ici un rble

antiathérogene d'ABCG1 sous régime riche en cholestérol [235].

Les résultats de ces études sont contradictoires toutefois si I'on regarde plus
attentivement les protocoles utilisés on peut étre amenés a penser qu'il
pourrait s'agir d'un biais expérimental.

D'une part, les souris ne sont pas toutes soumises au mMéme type de régime ce
qui se répercute logiguement a terme sur la charge en cholestérol des
cellules et donc forcément sur le phénotype final. D'autre part I'dge des souris
lors de I'analyse de I'avancée de l'athérosclérose differe également. Or, la
progression de I'athérosclérose n'est pas rectiligne. Ainsi 'Gdge des souris sur
lesquelles les études sont menées pourrait se répercuter sur les résultats

obtenus. Ainsi, l'implication d'ABCG1 pourrait aussi étfre modulée selon 'état
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d'avancement de la Iésion. En I'occurrence alors que les études de Baldan et
Ranalletta ont été menées respectivement apres 4 et 5 semaines suivant la
transplantation celle de Out a eu lieu apres 8 semaines ce qui pourrait
expliquer le différentiel observé au niveau des résultats de ces études. Il faut
donc rester tres prudent avant toute comparaison d'études.

D'autre part on peut noter que I'étude de Ranaletta permet de constater que
I'absence d'expression d'ABCG1 est associée G une augmentation de
I'expression d'ABCAT et de la sécrétion d'apoE, qui toutefois n'arrivent pas &
compenser la diminution de l'efflux due a la délétion d'ABCGI1. Ainsi, les
études menées sur des lignées mutées pour un seul des transporteurs
pourraient présenter linconvénient d'entrainer une légere surexpression de
I'autre fransporteur si I'on se réfere aux résultats de Ranaletta. En effet, cela
pourrait s'expliquer par le fait que I'absence d'un des transporteurs entraine
une accumulation de stérols dans la cellule et donc une activation des
récepteurs LXR connus pour induire I'expression d'ABCA1 et ABCGI1. Ainsi, les
résultats ne permettraient pas de déterminer de maniere pertinente le réle de

l'un ou de l'autre transporteur.

Récemment deux études ont donc visé a étudier I'impact de la double
délétion ABCA1-ABCG1 chez des souris susceptibles & I'athérosclérose LDL-R
KO.

Il est ainsi intéressant de noter qu'il subsiste un efflux vers les particules HDL en
absence des deux transporteurs suggérant limplication d'un ou plusieurs
autres acteurs dans ce processus d'efflux parmi lesquels peuvent se trouver
SR-Bl ou l'apoE. Ces souris montrent un tres fort développement des Iésions
d'athérome, corrélé a un effondrement de l'efflux vers les particules apoAl et
HDL. D'autre part il est aussi observé une diminution de la sécrétion d'apok et
une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que
TNFa, IL-6, IL-1 et IL-12. Les Iésions montrent également dans cette étude une
tres forte accumulation de cellules apoptotiques pouvant étre due a un
défaut d'efflux de cholestérol libre toxique dans la cellule. Les effets observés

au niveau pulmonaire lors de la délétion d'ABCG1 ne sont pas amplifiés lors

59



d'un double KO suggérant une implication spécifique d'ABCG1 dans la
régulation de I'homéostasie lipidique pulmonaire toutefois ces résultats n'ont
pas été observés dans une seconde étude menée par ce groupe [234].

Les études menées par Out montrent que les Iésions des souris doublement
mutées ne sont pas plus importantes que lors d'un simple KO ABCAT1 ou
ABCGI1. En revanche il est intéressant de noter que ces souris montrent 4 la
fois une hypoplasie sévere du thymus et une tres forte diminution du taux de
lymphocytes sanguins suggérant qu'ABCA1 et ABCG1 pourraient jouer un réle
important dans la dimension immunologique de I'athérogenese, un aspect

qu'il serait intéressant d'approfondir [237].

La stratégie inverse de surexpression d'/ABCG1 dans un modele murin @
également été réalisee recemment. Ainsi, il a pu étre démontré qu'il n'y avait
absolument aucun impact de cette surexpression sur les taux plasmatiques
lipidiques, l'efflux de cholestérol vers les particules HDL ou la taille des Iésions
malgré I'augmentation de 3 a 7 fois de I'expression d'ABCG1 au sein de tous
les tissus. Toutefois il a tout de méme été observé qu'il y avait une
modification des taux des divers stérols impliqués dans la voie de synthése du
cholestérol (lathostérol, lanostérol et desmostérol) au niveau du foie pouvant
suggérer qu'ABCG1 pourrait jouer un réle spécifique dans la régulation de

I'noméostasie du cholestérol au sein du foie.

4.4.4. Le role d'’ABCGL1 dans I'efflux de cholestérol au sein du
macrophage
D'un point de vue mécanistique I a été démontré que la surexpression
d'ABCG1 entraine une redistribution du cholestérol libre au niveau de la
membrane cellulaire laissant alors la possibilité que le cholestérol soit capté
par les particules HDL environnantes [238]. Ainsi il avait déja été démontré
auparavant qu'ABCAT fonctionnait sur le méme mode, permettant une
redistribution du cholestérol pouvant alors éfre capté par I'apoAl [239]. Il est

intéressant de noter que le cholestérol rendu accessible par ABCG1 n'est pas
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capté par l'apoAl soulignant clairement qu'ABCA1 et ABCGI1 semblent
intervenir au niveau de domaines membranaires distincts.

Plusieurs mécanismes peuvent étre envisagés. Ainsi, ABCGI1 pourrait
transloquer directement le cholestérol du feuillet interne vers le feuillet externe
comme le fait la P-glycoprotéine (P-gp), un autre ABC transporteur ou bien
ABCG1 pourrait participer a la formation de vésicules lipidiques circulant de
compartiments infracellulaires en compartiments intracellulaires vers la
membrane plasmique ou encore ABCGI1 pourrait simplement accélérer les

taux de transfert du cholestérol a la membrane.

Enfin un mécanisme intéressant de coopération entre ABCAT et ABCG1 a pu
étre mis en avant selon lequel ABCA1 serait a l'origine de la formation des
accepteurs de cholestérol destinés a ABCGI1. En effet, des accepteurs de
cholestérol pour ABCG1 ont pu étre générés suite a l'incubation de cellules
de la lignée THP-1 en présence d'ApoAl pauvre en lipide. Le fait que ces deux
transporteurs soient régulés de maniere quasi similaire, notamment par les

agonistes LXR/RXR, est tout a fait cohérent avec ce mécanisme.

4.45. Les autres réles d'ABCG1

D'autre part, il a également été recemment démontré qu'ABCG1 permet
l'efflux de 7béta-hydroxycholestérol, jouant ainsi un réle important dans la
cytotoxicité des oxystérols et permettant ainsi de réduire I'apoptose des
cellules. |l joue donc ici un réle de détoxification [240]. Toutefois d'autres
études suggerent que ce relargage pourrait en revanche induire 'apoptose
des cellules avoisinantes [241].

D'autre part, comme nous I'avons mentionné il a été suggéré une possible

synergie de fonctionnement entre ABCAT et ABCGI.
Enfin, des études récentes ont permis de faire un lien intéressant entre
I'athérogenese, le diabete de type 2 et ABCGI. Il est connu depuis longtemps

que les patients atteints de diabéte de type 2 sont plus enclins & développer
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des plagues d'athérome. Cette étude démontre que ces patients ont une
expression d'ABCG1 fortement réduite ce qui pourrait expliquer I'association
diabéte de type 2 / athérosclérose que I'on observe couramment chez les

patients atteints de syndrome métabolique [242].
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OBJECTIF DES TRAVAUX DE RECHERCHE

Comme nous l'avons vu précédemment les maladies cardiovasculaires liées
a l'athérosclérose constituant la premiere cause de mortalité au monde il est
absolument essentiel de poursuivre les investigations sur les mécanismes
impligués dans cette pathologie. En effet, malgré la découverte ces
dernieres années de molécules thérapeutiques de plus en plus efficaces,
I'athérosclérose reste un probleme majeur de santé publique.

Le macrophage, de par son rdle dans le stress oxydatif, l'inflammation, la
captation de lipoprotéines modifiees ou encore la phagocytose de cellules
apoptotiques présentes au sein de la Iésion joue un réle absolument majeur
dans la pathologie et constitue ainsi une cible d'étude tout a fait pertinente.
Ainsi, d'une part, la formation de cellules spumeuses par captation de
cholestérol issu des lipoprotéines modifiees représente une étape clé de
I'athérogenese. La capacité du macrophage a éliminer ce cholestérol en
exces est par conséquent déterminant pour I'évolution de la pathologie. Alors
que dans le macrophage murin les trois acteurs majeurs de cet efflux de
cholestérol que sont ABCA1, ABCG1 et SR-B1/Clal ont été mis en évidence et
ont été relativement bien caractérisés en revanche on dispose d'assez peu
de données chez 'lhomme concernant les processus d'efflux de cholestérol et
surfout ceux méediés par ABCG1. C'est pourquoi nous avons décidé de nous
focaliser sur cette étude qui sera présentée en premiere partie.

D'autre part, ayant observé la forte implication d'ABCA1, proche partenaire
d'ABCG1, dans le processus de captation de cellules apoptotiques et partant
du constat qu'au sein de lésions athérosclérotiques de souris KO ABCG1 de
nombreuses cellules apoptotiques s'accumulaient nous avons émis
I'hypothese qu'ABCG1 pourrait étre impliqué dans la phagocytose de cellules
apoptotiques et c'est ce que nous avons cherché a démontrer dans la

seconde partie.
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PRESENTATION DES TRAVAUX DE RECHERCHE

PREMIERE PARTIE

Implication d'ABCGL1 et de Cla-1 dans les mécanismes d'efflux
de cholestérol au sein du macrophage humain : implication

de I'ATP et de la stimulation par les agonistes LXR

Présentation de I'étude:

Ainsi, comme nous l'avons vu précédemment le macrophage joue un réle
central dans le processus d'athérogenese. L'un de ses principaux roles
consiste en la captation de lipoprotéines environnantes, nofamment les LDL
modifiees menant a I'accumulation cellulaire de cholestérol. Lorsque cette
accumulation de cholestérol devient excessive le macrophage se fransforme
en cellule spumeuse, a l'origine de la formation des stries lipidiques. Le
macrophage ne pouvant cataboliser le cholestérol, I'étape d'efflux du
cholestérol en exces vers des accepteurs va alors se révéler critique pour
I'évolution de la pathologie.

Si ces mécanismes d'efflux ont été largement décrits dans des modeles de
macrophages murins en revanche trés peu de tfravaux ont d ce jour été
menés dans des macrophages d'origine humaine. Ces travaux visent donc a
clarifier ces processus d'efflux dans les macrophages humains, en évaluant
l'implication d'ABCA1, ABCG1 et Cla-1 et en approfondissant les mécanismes
mis en place au sein du macrophage humain pour y maintenir I'homéostasie

du cholestérol.
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Nos études ont donc été menées dans deux populations cellulaires
macrophagiques: la lignée cellulaire monocytique THP-1 transformée en
macrophage en présence de PMA, et des cultures de macrophages
primaires dérivés de monocytes.

Nous nous sommes premierement intéressés a la régulation de I'expression
d'ABCA1, ABCGI et Cla-1 par les agonistes LXR/RXR et a limpact fonctionnel
sur les processus d'efflux vers les différents accepteurs de cholestérol. Les
récepteurs LXR/RXR sont en effet, largement impliqués dans les processus de
maintien de I'homéostasie lipidique et sont notamment connus pour leur
capacité a induire l'expression d'ABCA1 et ABCGI. Approfondir les
connaissances concernant leur impact sur l'efflux de cholestérol permet ainsi
de mieux envisager leur utilisation dans un contexte pharmacologique.

Puis nous avons analysé les expressions relatives des différents transporteurs /
récepteurs dans le macrophage et la cellule spumeuse avec ou sans
activation des récepteurs LXR/RXR afin de définir le poids respectif de chacun
d'entre eux dans un contexte pathologique et/ ou pharmacologique.

Nous avons également évalué le besoin en ATP au cours de l'efflux de
cholestérol, évaluant ainsi, indirectement, I'implication des transporteurs ABC
pour les différentes voies d'efflux.

Et enfin nous nous sommes intéressés plus précisément a la voie ABCG1 et la
voie Cla-1 via l'utilisation d'un siRNA ciblant ABCG1 et d'un anticorps bloquant

anti-Clal.

Conclusions de I'étude:

Ainsi nous cherchions avec cefte étude a élucider les mécanismes
fondamentaux impliguant ABCA1, ABCGI1 et Cla-1 mis en jeu lors des
processus d'efflux dans le macrophage humain et nous avons pu démontrer

divers points essentiels:

Les agonistes des récepteurs LXR/RXR induisent tres fortement I'expression des

transporteurs ABCA1 et ABCG1, ce qui se répercute au niveau fonctionnel sur
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I'efflux de cholestérol vers I'apoAl et vers les HDL. Dans la cellule spumeuse,
ABCGI1 est le gene le plus exprimé surtout sous lors de l'activation des
récepteurs LXR/RXR.

Ainsi, le désengorgement de la cellule spumeuse via le processus d'efflux de
cholestérol vers des accepteurs étant clairement anti-athérogene, l'induction
des genes ABCA1 et surtout ABCG1l par des agonistes LXR/RXR représente

une cible thérapeutique indéniable.

L'efflux vers I'apoAl est clairement ATP-dépendant tandis que Il'efflux vers les
particules HDL ne l'est pas. En revanche, en cas d'induction par les agonistes
LXR/RXR l'efflux vers les HDL est stimulé et une partie de cet efflux est alors ATP-
dépendant.

Ces données suggerent que l'efflux vers les particules HDL est medié par une
autre voie que celle d'ABCG1 et des ABC transporteurs. En revanche, en
condition d'activation des récepteurs LXR/RXR I'efflux est stimulé et une partie
de cet efflux est alors ATP-dépendant suggérant la réquisition d'ABC

transporteurs dans ces conditions précises.

L'invalidation d'ABCG1 par des siRNA ne mene pas & une diminution de
I'efflux vers les HDL sauf lorsque le macrophage est stimulé par les agonistes
LXR/RXR et non chargé en cholestérol. D'autre part, le blocage de Cla-1 par
un anticorps bloquant réduit considérablement I'efflux vers les particules HDL.

L'absence de diminution d'efflux vers les HDL, lors de l'invalidation d'ABCG1
en conditions basales, conforte nos précédentes conclusions sur l'existence
d'un mécanisme autre qu'ABCG1 impliqué dans l'efflux vers les HDL. D'autre
part les résultats obtenus avec l'anticorps blogquant Cla-1 ménent a la

conclusion que cet efflux indépendant de I'ATP est en partie du a Cla-1.

Chez le patient Tangier pour lequel ABCA1 est muté linduction par les

agonistes LXR / RXR n'a absolument plus aucun effet sur I'efflux de cholestérol.
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Ainsi ABCG1, contrairement a ABCAL ne serait pas impliqué dans l'efflux de

cholestérol stimulé par les agonistes LXR / RXR dans le macrophage chargé

en cholestérol.

Cette étude montre donc clairement le role clé d'ABCG1, ABCA1
et Cla-1 dans I'évolution de la formation des cellules spumeuses et
donc dans lI'athérogenese. ABCAL est en effet principalement
responsable de I'efflux de cholestérol dans le macrophage chargé
en cholestérol sous stimulation des réecepteurs LXR / RXR. Et alors
que Cla-1 est impliqué dans I'efflux de cholestérol vers les
particules HDL dans la cellule spumeuse, ABCG1 est lui impliqué
dans I'efflux lorsque le macrophage n’est pas chargeé en
cholestérol. La compréhension de ces mécanismes est essentielle

est ouvre notamment la voie a des perspectives thérapeutiques.
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Abstract:

Maintenance of cholesterol homeostasis in human macrophages is essential
to prevent foam cell formation. We evaluated the relative contribution of the ABCAl
and ABCGL1 transporters to cholesterol efflux in human macrophages, and of the
effect of LXR agonists to reduce foam cell formation by stimulating export of cellular
free cholesterol. ABCG1 mRNA levels predominated in acLDL-loaded THP-1
macrophages and in human monocyte-derived macrophages (HMDM) upon
stimulation with LXR agonists. However, silencing of ABCG1 expression using
ABCG1-specific siRNA indicated that ABCG1 was not essential for cholesterol efflux
to HDL in cholesterol-loaded, primary human macrophages stimulated LXR agonists,
but rather participated in the export of free cholesterol to HDL in non-cholesterol-
loaded HMDM. ABCAL1 was solely responsible for the stimulation of cholesterol efflux
to HDL upon LXR activation as this effect was abolished in HMDM from Tangier
patients. Furthermore, depletion of cellular ATP indicated that the LXR-induced
export of free cholesterol was an ATP-dependent transport mechanism in human
macrophages. Finally, the use of an anti-Cla-1 blocking antibody identified the Cla-1
receptor as a key component in cholesterol efflux to HDL from cholesterol-loaded
human macrophages. Considered together, our data indicate that stimulation of
cholesterol efflux to HDL by LXR agonists in human foam cells involves an ATP-
dependent transport mechanism mediated by ABCAL; by contrast, LXR-mediated
upregulation of ABCG1 expression contributes to cholesterol efflux homeostasis in

non-cholesterol loaded human macrophages.
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Introduction:

The mechanisms by which macrophages efflux cellular cholesterol to
extracellular acceptors have been extensively investigated, and have led to the
identification of members of the ABC transporter family as key actors in this process.
Among them, ABCA1l mediates cholesterol efflux to lipid-poor apolipoprotein Al
(apoAl); indeed, macrophage ABCAL has been demonstrated to play a crucial role in
foam cell formation and plaque progression * 2. In addition, the ABCG1 transporter is
a critical regulator of cholesterol homeostasis in the macrophage, and mediates

3, 4

cellular cholesterol efflux to mature spherical HDL particles . Interestingly, the

combined action of the ABCA1 and ABCGL1 transporters now appears essential for

> 6 In addition to

the maintenance of lipid homeostasis in mouse macrophages
ABCA1l and ABCGL, the SR-BI receptor pathway was initially reported to mediate
cholesterol efflux to HDL particles; however the potential contribution of SR-BI to
cholesterol efflux in mouse macrophages to mature HDL particle acceptors is
controversial .

A substantial body of evidence indicates that the regulation of expression of
key genes involved in cholesterol homeostasis, as well as the signalling pathways
controlling foam cell formation, differ in a species-specific manner between mouse
and human %%, Such distinctions highlight the need to further explore mechanisms
implicated in cholesterol homeostasis in human macrophages. Although the role of
ABCAL in cholesterol homeostasis and in HDL metabolism has been extensively
documented in man following the identification of ABCA1 mutations in Tangier

Disease 1/

, no naturally-occurring mutations of ABCG1 and Cla-1 have been
identified in human subjects. Consequently, our knowledge of the precise role(s) of

Cla-1 and ABCGL1 in cellular lipid and cholesterol is limited. Polymorphisms in the
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Cla-1 gene are associated with plasma HDL-C and LDL-C levels and equally with
incidence of coronary artery disease **2°. Furthermore, the Cla-1 receptor is highly
expressed in atherosclerotic lesion macrophages 2!, thereby suggesting a potential
role of macrophage Cla-1 in foam cell formation. Despite the observation that the
ABCG1 transporter regulates macrophage cholesterol and phospholipid transport in
man 3, the impact of human ABCG1 on macrophage cholesterol homeostasis and
foam cell formation remains to be established. Thus, human macrophages
expressing low levels of ABCG1 preferentially accumulate in atherosclerotic lesions,
whereas macrophage subpopulations present in healthy areas of the arterial wall
display higher levels of ABCG1 expression ?. More recently, ABCG1 expression and
cholesterol efflux were found to be attenuated in macrophages from patients with
type 2 diabetes mellitus, an observation consistent with impaired cholesterol
homeostasis in diabetic macrophages #. Although these studies support a key role of
macrophage ABCG1 in foam cell formation, they do not allow us to decipher
mechanisms potentially implicated in ABCG1-mediated maintenance of human
macrophage cholesterol homeostasis.

The liver X receptors, LXRs, are nuclear receptors that act as cholesterol
sensors in controlling transcription of genes involved in cholesterol homeostasis and
lipid metabolism. LXR agonists have been demonstrated to delay atherosclerosis in
mice ?* by stimulating reverse cholesterol transport from macrophages. Additional
studies have revealed that expression of LXR in macrophages is a prerequisite for
the atheroprotective effect of LXR #* %, Since ABCG1 and ABCAL gene expression

is stimulated by LXR agonists in human macrophages 2!

, upregulation of
macrophage ABCG1 and ABCAl by LXR agonists may constitute an effective

pharmacological approach to attenuate foam cell formation and subsequently to
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prevention of vascular lipid accumulation and lesion progression in dyslipidemic
patients.

Our present objective was to evaluate the relative contribution of the ABCG1,
ABCAL1 and Cla-1 pathways to cholesterol efflux from human macrophages, and to
determine their respective role in the anti-atherogenic effects of LXR agonists on
cholesterol homeostasis in human macrophages.

We demonstrated that stimulation of cholesterol efflux to HDL by LXR agonists
is ATP-dependent in cholesterol-loaded human macrophages and specifically
requires the ABCAL transporter, a process independent of ABCG1. By contrast,
ABCGL1 participates in the export of free cholesterol from non-cholesterol loaded
human macrophages. Finally, Cla-1 contributes to cholesterol efflux to HDL in
cholesterol-loaded human macrophages independently of stimulation by LXR

agonists.
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Materials & Methods.

Preparation and culture of human macrophages.

Human THP-1 monocytic cells were obtained from the American Type Culture
Collection (ATCC) and maintained in RPMI 1640 medium, supplemented with 10%
heat-inactivated FBS, 2 mM glutamine and 100 pg/mL penicillin / streptomycin at
37°C in 5% CO,. THP-1 were differentiated into macrophage-like cells with 50 ng/mL
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) for 3 days. Monocytes were isolated from the
blood of individual healthy normolipidemic donors (Etablissement Francais du Sang,
EFS), or from a Tangier Disease (TD) patient by Ficoll gradients (Ficoll-Paque PLUS,
GE Healthcare) and subsequently differentiated into human macrophages (HMDM)
by adhesion on plastic Primaria plates (Falcon) over a period of 10 days of culture in
RPMI 1640 medium, supplemented with 10% heat-inactivated human serum (HS), 2
mM glutamine, 100 pg/ml penicillin / streptomycin and 20 ng/mL human macrophage

colony-stimulating factor (hM-CSF).

Radioisotopic cholesterol efflux assays.

Human THP-1 macrophages and HMDM were cholesterol loaded with 50 pg/mL
acetylated LDL (acLDL), and subsequently labeled with 1 pCi/mL [*H]-cholesterol for
24 h in serum-free RPMI 1640 supplemented with 50mM glucose, 2mM glutamine,
0.2% BSA (RGGB) and 100ug/ml penicillin / streptomycin. The labeling medium was
removed and human macrophages were then equilibrated in RGGB for an additional
16-24 h period in the presence or in the absence of either 0.1 mM 8Br-cAMP
(Sigma), 1 uM TO901317 (Sigma) or 4 pg/mL 22-hydroxy-cholesterol (220H-C) and
1 mM 9-cis retinoic acid (9cRA) (Sigma). Cellular cholesterol efflux to 5 pg/mL lipid-

free apoA-l (Biodesign), or 15 pg/ml HDL-PL (d=1.063-1.21) isolated from
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normolipidemic plasma by preparative ultracentrifugation 32, or 5% (v/v)
normolipidemic plasma, was assayed in serum-free medium for a 4-hour chase
period in the presence or absence of 0.1 mM 8Br-cAMP, 1 uM TO901317 or 4 pug/mL
220H-C and 1 uM 9cRA. The human Cla-1 receptor in each cell type was blocked in
cholesterol efflux studies by incubation with 5 pg/mL of either a rabbit anti-Cla-1
blocking antibody *, or a rabbit anti-Clal non-blocking antibody as a control, for 30
mn prior to the efflux period. When required, depletion of cellular ATP was achieved
as previously described 3* by incubation with 10 mM sodium azide in glucose free-
RPMI media (Invitrogen) for 30 mn prior to the efflux period. Cells were then washed
and incubated in glucose free-RPMI media (Invitrogen) during the 4-hour chase
period. Finally culture media were harvested and cleared of cellular debris by a brief
centrifugation. Cell radioactivity was determined by extraction in hexane-isopropanol
(3:2), evaporation of the solvent and liquid scintillation counting (Wallac Trilux 1450
Microbeta). The percentage of cholesterol efflux was calculated as 100 x (medium
cpm) / (medium cpm + cell cpm). ApoA-I-specific cholesterol efflux was determined

by subtracting non-specific cholesterol efflux occuring in apoA-I-free medium.

RNA interference (RNAi)-mediated ABCGL1 silencing using small interference
(Si)RNA.

ABCG1 knock-down (KD) macrophages were obtained by application of siRNA
oligonucleotides (Dharmacon) targeted to the cDNA sequence of the human ABCG1
gene (Genebank# AY048757). The sequences of the sSiRNA were 5'-
UCAUUGGCCUGCUGUGUACUUUU-3" and 5-P-AAGUACAGCAGGCCAAUGAUU-
3’, respectively. For cholesterol efflux experiments, THP-1 macrophages were grown

in 24-well plates and transfected with 50 nM control siRNA (Dharmacon) or siRNA
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targeting human ABCG1 using lipofectamine RNAiMax (Invitrogen) according to the
manufacturer's instructions. After a 24-h incubation at 37°C, ABCG1 KD and control
macrophages were cholesterol loaded and labelled with [*H]-cholesterol for

cholesterol efflux experiments as described above.

RNA extraction, reverse-transcription and quantitative-PCR.

Human macrophages (THP-1 and HMDM) were cultured in 6-well plates and
incubated in the presence or in the absence of 0.1 mM 8Br-cAMP, 1 uM TO901317
or 4 pg/mL 220H-C and 1 uM 9cRA for 24 h at 37°C. Cells were then washed twice
with cold PBS and total RNA was extracted using a NucleoSpin RNA Il kit
(Macherey-Nagel) according to the manufacturer's instructions. Then, 1500 ng of
RNA was reverse transcribed with 75 ng of random hexamer using 200 units of M-
MLV reverse transcriptase. An initial denaturation step for 5 mn at 68°C was followed
by an elongation phase of 1 h at 42°C; the reaction was completed by a 5-mn
incubation at 68°C.

Real time quantitative PCR was performed using a LightCycler LC480 (Roche). The
reaction contained 2.5 ng of reverse transcribed total RNA, 150 pmol of forward and
reverse primers (Table |, available online at http://atvb.ahajournal.org) and 5pl of
Master Mix SYBR-Green, in a final volume of 10ul. Samples underwent the standard
PCR protocol. Crossing point (CP) values for genes of interest were normalized to
housekeeping genes (human delta-aminolevulinate synthase and human alpha-
tubulin). Expression data were based on the crossing points calculated with the
software for LightCycler data analysis and corrected for PCR efficiencies of the target
and the reference gene. When indicated, data were expressed as a fold change in

MRNA expression relative to control values.
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Statistical analyses.

Data are shown as mean + SEM. Experiments were performed in triplicate and
values correspond to the mean from at least three independent experiments.
Comparisons of 2 groups were performed by a 2-tailed Student's t test and
comparisons of 3 or more groups were performed by ANOVA with Newman—Keuls
post-test. All statistical analyses were performed using Prism software from

GraphPad (San Diego, CA, USA).
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Results.
ABCG1 is highly expressed in acLDL-loaded human monocyte-derived
macrophages upon stimulation by LXR agonists.

To explore the relative contribution of the ABCA1, ABCG1 and Cla-1 pathways
to cholesterol efflux in human macrophages and foam cells, the expression of these
transporters was examined in human THP-1 macrophages differentiated with PMA
and in human monocyte-derived macrophages (HMDM) by quantification of mRNA
levels. In macrophages, the metabolism of excess cholesterol leads to the formation
of oxysterols, which are abundant in macrophages of the atherosclerotic plaque *°.
Hydroxycholesterol (HC) derivatives stimulate both ABCG1 and ABCAl gene
expression in both mouse and human macrophages * by activating the nuclear
receptor liver-X-receptor (LXR).

We first analyzed and compared the capacity of natural LXR/RXR agonists
(220H-C/9cRA), and the synthetic LXR agonist TO901317 and 8Br-cAMP, (this latter
has been demonstrated to strongly stimulate ABCA1 gene expression in the mouse
37.3%) to stimulate the expression of ABCA1, ABCG1 and Cla-1 genes in human
macrophages (THP-1 and HMDM, Figure 1). Incubation with 8Br-cAMP allowed a
modest ~2-fold induction of ABCA1 (THP-1: 1.3-fold and HMDM: 2.6-fold, p<0.0005)
and ABCG1 mRNA levels (THP-1: 1.5-fold, p<0.05 and HMDM: 3.9-fold, p<0.0005)
but was without effect on those of Cla-1. ABCA1 gene expression was equally
stimulated in both THP-1 macrophages and HMDM by either TO901317 (5.8-fold and
9.6-fold, p<0.0005, respectively) or 220H-C/9cRA (15.6-fold and 18.1-fold, p<0.0005,
respectively). More strikingly, ABCG1 mRNA levels were increased 3.2-fold by
TO901317 (p<0.0005) and 6.8-fold by 220H-C/9cRA (p<0.0005) in THP-1

macrophages, attaining 28.6-fold (p<0.0005) and 44.6-fold (p<0.0005) elevations,
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respectively, in HMDM. Although LXR agonists exerted a profound effect on both
ABCA1 and ABCG1 mRNA levels, 220H-C/9cRA but not TO901317 was responsible
for a modest ~2-fold elevation in Cla-1 mRNA levels (THP-1: 2.2-fold, p<0.005 and
HMDM: 1.9-fold, p<0.0005). The overall effects of LXR agonists and 8Br-cAMP on
ABCA1, ABCG1 and Cla-1 mRNA levels in THP-1 macrophages and HMDM was
summarized in Figure 1C. Stimulation of ABCA1 and ABCG1 expression by LXR
agonists detected by analysis of mMRNA levels was then confirmed semi-quantitatively
at the protein level by Western blots (data not shown).

We next determined the impact of such LXR agonists on the expression of
ABCG1 relative to that of ABCA1 and to Cla-1 in human macrophages (THP-1 and
HMDM) and thus on their potential contribution to cholesterol homeostasis in
macrophages and foam cells. In the basal state, levels of both ABCG1 and ABCAl
MRNA were substantially lower than those of Cla-1 in both THP-1 macrophages and
HMDM (Figure 2A and B, summarized in Figure 2C), thereby indicating that the Cla-1
receptor was consistently expressed at high levels in human macrophages (THP-1
and HMDM). However, cholesterol loading of human macrophages with acLDL led to
a marked increase in mRNA levels of ABCA1 (THP-1: 6.4-fold and HMDM: 4-fold,
p<0.005) and ABCG1 (THP-1: 4.6-fold, p<.0.005 and HMDM: 8.6-fold, p<0.0005),
whereas those of Cla-1 were unchanged.

Stimulation of acLDL-loaded human macrophages with the natural LXR/RXR
agonists (220H-C/9cRA) or the synthetic LXR agonist TO901317 further enhanced
the expression of both ABCA1 and ABCG1 genes, with the highest amounts of
MRNA observed for the ABCG1 gene. Interestingly, the addition of either 220H-
C/9cRA or TO901317 induced a ~2-fold increase in Cla-1 mRNA levels in acLDL-

loaded HMDM but was without effect on acLDL-loaded THP-1 macrophages. Taken
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together, these results indicate that Cla-1 mRNA levels were more abundant than
those of ABCA1 and ABCG1 in human macrophages in the basal, non-cholesterol
loaded state. However ABCG1 mMRNA levels predomined in acLDL-loaded
macrophages stimulated with LXR agonists, thereby suggesting a role of ABCGL1 in

maintaining cholesterol homeostasis in cholesterol-laden human macrophages.

Elevated ABCG1 gene expression is associated with elevated cellular
cholesterol efflux to HDL in human macrophages.

As shown in Figure 3B, the marked elevation in ABCG1 expression upon
stimulation with LXR agonists was accompanied by an increase of cellular
[*H]cholesterol efflux to HDL (220H-C/9cRA: 1.7-fold, p<0.0005 and 1.8-fold,
p<0.005; TO901317: 1.4-fold, p<0.0005) in both acLDL-loaded THP-1 macrophages
and HMDM, respectively. However, cellular cholesterol efflux to HDL was not
modulated when human macrophages were treated with 8Br-cAMP, suggesting that
signaling pathways requiring cAMP do no contribute to cholesterol efflux to HDL.
Consistent with levels of ABCAl expression observed in human macrophages
(Figures 1 and 2), [*H]cholesterol efflux to apoAl was robustly induced upon
stimulation with 220H-C/9cRA (2.4-fold and 2-fold, p<0.0005) or TO901317 (2.6-fold
and 2.5-fold, p<0.0005) in THP-1 macrophages and HMDM, respectively (Fig. 3A).
Although ABCA1 mRNA levels were either unchanged or poorly elevated in the
presence of 8Br-cAMP, [®H]cholesterol efflux to apoAl in HMDM was superior to that
in THP-1 macrophages (1.4-fold, p<0.0005), in all likelihood as the consequence of
the phosphorylation of ABCA1l by the cAMP/PKA pathway, which may directly

promote cellular cholesterol efflux *.
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In agreement with results obtained from the analysis of cholesterol efflux to
either lipid-free apoAl or HDL particles, the capacity of human macrophages to
promote cellular cholesterol efflux to whole human plasma containing cholesterol
acceptors (HDL, apoAl) at physiological levels was also greatly increased upon
stimulation with 220H-C/9cRA (+50% and +70%, p<0.0005) or TO901317 (+30%,
p<0.0005) in both acLDL-loaded THP-1 macrophages and HMDM, respectively (Fig.

30).

The ABCG1 transporter participates in cellular cholesterol efflux in non-
cholesterol-loaded human macrophages.

In order to determine whether the induction of cholesterol efflux to HDL by
LXR agonists results from stimulation of ABCG1l expression, and equally to
determine the potential contribution of ABCG1 to mechanisms of cholesterol efflux in
human macrophages, we silenced ABCG1 gene expression using SiRNA specific for
the human ABCG1 gene. As compared to control siRNA, siRNA targeting human
ABCGL1 led to a complete abolition of ABCG1 expression in non—stimulated HMDM
as measured by quantification of protein levels (Fig. 4C). In addition, silencing of
ABCG1 expression (ABCG1l KD) completely abolished the strong stimulation of
ABCG1 expression by LXR/RXR agonists (220H-C/9cRA). Surprisingly, specific
ABCG1 KD did not impact cholesterol efflux to HDL induced or not by LXR/RXR
agonists (220H-C/9cRA), as assessed using both radioisotopic (Fig. 4A) and mass
(Fig. 4B) cholesterol efflux assays, in acLDL-loaded HMDM enriched in CE (CE:
48.2+1.9% and FC: 51.8+1.9% of total mass cholesterol as measured by HPLC).
Absence of such an effect was also observed in THP-1 macrophages (data not

shown). However, suppression of ABCG1 was accompanied by a significant ~20%
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reduction of cholesterol efflux to HDL in non-cholesterol loaded HMDM upon
stimulation by LXR/RXR agonists (220H-C/9cRA) (Fig. 4D, p<0.05). Taken together,
our data suggest a significant role for ABCGL1 in the export of cellular free cholesterol
to HDL in non-cholesterol-loaded human macrophages while this latter does not

appear to contribute to cholesterol efflux to HDL in cholesterol-loaded macrophages.

Stimulation of cholesterol efflux to HDL by LXR agonists requires the ABCA1
transporter in cholesterol-loaded human macrophages.

Since the LXR-mediated stimulation of cholesterol efflux to HDL in cholesterol-
loaded human macrophages is independent of ABCG1 expression, we next tested
the possibility that this latter results from the induction of ABCA1 expression by LXR
agonists. To address this possibility, cholesterol efflux to HDL was evaluated in
HMDM from a Tangier Disease (TD) patient displaying a functional homozygous
mutation in the ABCA1 gene. As expected, cholesterol efflux to lipid-free apoAl was
almost completely abolished in acLDL-loaded TD HMDM as compared to control
HMDM (Figure 5A). In addition, cholesterol efflux to HDL was lower (-25%, Figure
5B) in TD HMDM than in control HMDM as previously observed in fibroblasts from
TD patients “°. More strikingly, incubation with LXR/RXR agonists (220H-C/9cRA)
led to a significant stimulation of cholesterol efflux to HDL in control HMDM (p<0.05)
whereas no effect was observed in TD HMDM (Figure 5B). These findings clearly
indicate that the induction of free cholesterol export to HDL by LXR agonists involves

an ABCA1l-dependent pathway in cholesterol loaded human macrophages.
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Requirement of cellular ATP for cholesterol export in cholesterol-loaded
human macrophages upon stimulation with LXR agonists.

Since ABC transporters utilize ATP to generate the energy needed to transport
metabolites across membranes **, ABC-mediated cholesterol efflux should normally
require intracellular ATP in macrophages. Although a recent study has reported that

42 the role of its ATPase in

ABCAL itself displays functional ATPase activity
mediating cholesterol efflux to apoAl is indeterminate. In order to determine whether
the ABCAl-dependent and —independent mechanisms of cholesterol efflux
necessitate energy in cholesterol-loaded human macrophages, THP-1 macrophages
and HMDM were depleted in ATP by incubation with sodium azide for 30 mn 3*; this
agent blocks ATP synthesis by the mitochondrial respiratory chain. Cholesterol efflux
to apoAl and HDL were then measured in glucose-free media to prevent ATP
synthesis via glycolysis.

Reduction of intracellular ATP by 80% upon sodium azide treatment (data not
shown) caused a profound alteration in ABCAl-mediated cholesterol efflux to apoAl
in acLDL-loaded human macrophages (Figure 6A, THP-1. -48%, p<0.0005 and
Figure 4B, HMDM: -37%, p<0.005), clearly indicating that ABCA1 requires ATP for
the export of free cholesterol from human macrophages to apoAl. By contrast,
cellular cholesterol efflux to HDL particles was not affected by the depletion of cellular
ATP in both THP-1 macrophages and HMDM. However, in human macrophages
stimulated by LXR/RXR agonists (220H-C/9cRA), free cholesterol efflux to HDL was
diminished by 16% (THP-1, p<0.0005) and 28% (HMDM, p<0.005) in response to
reduction in intracellular ATP levels.

These data provide evidence that stimulation of cholesterol efflux to HDL by

LXR agonists in cholesterol-loaded human macrophages necessitates intracellular
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ATP for generation of the necessary energy, whereas no energy is required under
basal conditions. These observations support a role for ABC transporters such as
ABCALl in mediating free cholesterol efflux to HDL in LXR-stimulated cholesterol-

loaded human macrophages.

Cellular cholesterol efflux to HDL in cholesterol-loaded human macrophages
requires the Cla-1 receptor.

The robust expression of the Cla-1 receptor in THP-1 macrophages and
HMDM (Figure 2) as well as data indicating that mechanisms of free cholesterol
efflux to HDL do not require cellular ATP in those cells under basal conditions (Figure
6) support a role for this receptor in human macrophages. To test this possibility, we
evaluated the capacity of the Cla-1 receptor to mediate free cholesterol efflux to HDL
in cholesterol-loaded human macrophages using a specific anti-Cla-1 blocking
antibody which has been demonstrated to suppress Cla-1 activity **. As compared to
a non-blocking Cla-1 antibody, the incubation of acLDL-loaded human macrophages
in the presence of the blocking Cla-1 antibody at a concentration that efficiently

abrogates Cla-1 activity >

was accompanied by a -20% reduction (p<0.0001) of
[®H]cholesterol efflux to HDL in both THP-1 macrophage and HMDM (Figure 7). This
finding indicates that the Cla-1 receptor is implicated in human macrophage

cholesterol homeostasis via its role in mediating free cholesterol efflux to HDL.
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Discussion.

We presently demonstrate that the atheroprotective stimulation of cholesterol
efflux to HDL by LXR agonists occurs via an ATP-dependent transport mechanism
mediated by ABCAL1 in cholesterol-loaded primary human macrophages. By contrast,
stimulation of ABCG1 by LXR agonists appears to play a role in cholesterol efflux to
HDL when macrophages are not CE-enriched.

The Cla-1 receptor is robustly expressed in fully differentiated human
macrophages (THP-1 and HMDM), and this receptor participates in the elimination of
free cholesterol from cholesterol-loaded human macrophages. This finding is
consistent with our observation that depletion in cellular ATP did not alter cholesterol
efflux to HDL, and favours a transport mechanism for which energy is not required.
The generation of cell lines stably transfected with SR-BI/Cla-1 identified this receptor
as being able to promote cholesterol efflux to large cholesteryl ester-rich HDL

particles *¥*°.

However its role in mediating cholesterol efflux from mouse
macrophages is controversial *°, and studies of its role in HMDM are lacking. A role
for macrophage Cla-1 in cholesterol efflux to HDL is consistent with previous studies
indicating that Cla-1 is expressed in human atherosclerotic lesion macrophages 2*
and with epidemiological studies demonstrating that single-nucleotide polymorphisms
(SNPs) in the Cla-1 gene are associated with circulating HDL-C levels in humans **
19 We therefore proposed that cholesterol efflux to HDL from cholesterol-loaded
macrophages is mediated by a transport mechanism that does not necessitate
energy, thus excluding the implication of ATP-dependent transporters of the ABC

family. Although we presently demonstrate that the Cla-1 receptor is implicated in this

mechanism, our findings strongly suggest that cholesterol efflux to HDL in human
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macrophages equally involves receptors / transporters which have not been identified
to date.

In mice, LXR activation by synthetic LXR agonists inhibits atherosclerosis
development 4, likely via enhanced macrophage cholesterol efflux with subsequent
activation of RCT from macrophages *’ leading to a reduction in lipid accumulation.
We confirmed previous studies indicating that both ABCA1 and ABCG1l gene
expression is strongly induced in THP-1 macrophages and HMDM upon LXR/RXR
activation by 22-hydroxycholesterol (220H-C) and 9-cis retinoic acid (9cRA) as well
as the synthetic LXR agonists, TO901317 2”31, In addition to the marked induction of
ABCA1 and ABCG1 mRNA levels, we observed that expression of the Cla-1 receptor
was induced 2-fold upon stimulation with 220H-C/9cRA, suggesting that Cla-1 may
be a target for LXR-mediated upregulation in human macrophages. More strikingly,
ABCG1 mRNA levels were some ~2.5-fold more elevated than those of ABCA1 and
Cla-1 in acLDL-loaded macrophages upon LXR stimulation, reinforcing the
hypothesis that ABCG1 represents a preferential target of LXR in foam cells. In
cholesterol-loaded human macrophages, the LXR-stimulation of ABCA1 and ABCG1
gene expression was accompanied by enhanced cholesterol efflux to apoAl and
HDL. Although cholesterol efflux to apoAl is specifically attributed to ABCAL, our
findings in HMDM from a TD patient indicated that the stimulation of cholesterol efflux
to HDL by LXR agonists is strictly dependent on ABCAL, as complete lack of
induction was observed in TD HMDM as compared to control HMDM. This finding
equally suggests that the marked stimulation of ABCG1 expression upon LXR
treatment does not contribute to the enhanced cholesterol efflux to HDL induced by

LXR agonists in cholesterol-loaded HMDM.
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Indeed, the silencing of ABCG1 expression with a specific SIRNA was without
effect on cholesterol efflux to HDL in cholesterol-loaded HMDM stimulated or not with
LXR agonists, a result in contrast to data obtained in mouse macrophages. Indeed,
recent studies have reported that cholesterol efflux to HDL was significantly reduced

5 6 48 or without

in ABCG1 KO macrophages upon induction by LXR agonists
induction *°. In LXR-stimulated mouse macrophages, ABCG1 appears to reduce the
accumulation of FC in the ER and thus to attenuate CE formation by redistributing FC
to the plasma membrane where it is accessible by HDL acceptors for cholesterol
efflux. Our findings indicate however that ABCGL1 fulfils a distinct role in primary
human macrophages and support the contention that the response to LXR activation
occurs in a species-specific manner. Indeed, reduction of cholesterol efflux to HDL
was only observable when LXR-stimulated ABCG1 knock-down (KD) macrophages
were not loaded with cholesterol, suggesting that ABCG1 could attenuate cholesterol
accumulation in non-cholesterol loaded human macrophages but not in foam cells.
The accumulation of CE in macrophages results from the internalization of
cholesterol from modified LDL via the scavenger receptor pathway, such as CD36
and SR-A, through endosomal cholesterol transport to the ER where FC is converted
to EC under the action of ACAT. Our finding therefore suggests that the preferred
source of cholesterol for ABCGL1 is located in intracellular compartments that are
distinct from those sensitive to the action of ACAT since the silencing of ABCG1
expression has no effect on cholesterol efflux to HDL in HMDM loaded with acLDL. In
agreement with this hypothesis, the inhibition of ACAT in acLDL-loaded HMDM by
the S58035 inhibitor allowed the same observation (data not shown).

Our study equally indicates that cholesterol efflux to HDL requires intracellular

ATP in LXR-stimulated human macrophages. Indeed, the extensive depletion (~80%)
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of human macrophages in cellular ATP reduced the increment of cholesterol efflux to
HDL seen upon LXR stimulation, probably as a result of the decreased activity of
ABCAL1 since we identified this transporter as being implicated in this LXR-mediated
effect. ABCAl-mediated cholesterol to apoAl was greatly reduced in response to
depletion in cellular ATP in human macrophages treated with or without LXR
agonists, providing evidence that ABCAL needs energy to promote the export of FC
to apoAl. ABCA1 has been showed to possess functional ATPase activity which is
found to be particularly robust when reconstituted in liposomes composed of
phospholipid with choline head groups “?. The ATPase activity of purified ABCAL is
reduced by addition of cholesterol, thereby arguing in favour of the proposed model
in which ABCA1 mediates concurrent cholesterol and phospholipids transport ** *°,
Our findings therefore support the notion that ABCA1 possesses functional ATPase
activity and strongly suggest that this latter is required for lipidation of apoAl by
human macrophages.

Accumulation of cholesterol in macrophages leads to foam cell formation, a
critical step in the early stages of atherosclerosis. The present work provides new
information on the mechanisms controlling cholesterol homeostasis in human
macrophages, notably by the identification of Cla-1, ABCA1 and ABCG1 as
complementary partners in the removal of free cholesterol to HDL. Indeed, our
findings indicate that Cla-1 is involved in the elimination of the excess of free
cholesterol in cholesterol-loaded human macrophages in a transport mechanism that
does not necessitate energy. However in foam cells stimulated with LXR agonists, in
which cholesterol efflux to HDL occurs by an ATP-dependent transport mechanism,
we demonstrated that ABCAL is solely responsible for enhanced cholesterol efflux.

By contrast, stimulation of ABCG1 by LXR agonists appears to play a role in the
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specific removal of free cholesterol to HDL from human macrophages newly recruited
in the intima but not in CE-enriched foam cells already present in the atherosclerotic

plaque.
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Legends to figures.

Figure 1. ABCA1 and ABCG1 mRNA levels are highly stimulated by LXR agonists in
human macrophages. A, THP-1 macrophages and B, HMDM were incubated in the
presence or in the absence of 0.1 mM 8Br-cAMP, 1 uM TO901317 or 4 pug/mL 22-
hydroxycholesterol (220H-C) and 1 puM 9-cis retinoic acid (9cRA) for 24 h. Total RNA
was then extracted, quantified by Real time quantitative PCR and normalized to both
human delta-aminolevulinate synthase and human alpha-tubulin housekeeping
genes. Values are the mean = SEM of 9 independent experiments and expressed as
a fold change relative to cells incubated in the absence of agonists. *p<0.05,
**p<0.005 and ***p<0.0005 compared with cells not treated with agonist. C, Summary
of the effect of each agonist on the ABCA1, ABCGL1 and Cla-1 mRNA levels in THP-1

macrophages and HMDM. +, induction; <>, no change.

Figure 2. Abundance of ABCG1 mRNA levels in acLDL-loaded human macrophages
stimulated with LXR agonists. A, THP-1 macrophages and B, HMDM were
cholesterol-loaded or not with 50 pg/mL acetylated LDL (acLDL) for 24 h and
incubated in the presence or in the absence of 0.1 mM 8Br-cAMP, 1 uM TO901317
or 4 pg/mL 22-hydroxycholesterol (220H-C) and 1 uM 9-cis retinoic acid (9cRA) for
an additional 24h-period. Total RNA was then extracted, quantified by Real time
guantitative PCR and normalized to human alpha-tubulin (TUBA) housekeeping
gene. Expression data were corrected for PCR efficiencies of the target and the
reference gene, thus making possible analysis of the expression of one gene relative
to the others. Similar results were obtained with normalization to human delta-
aminolevulinate synthase housekeeping gene. Values are the mean + SEM of 9

independent experiments. C, Summary of the abundance of ABCAl1, ABCG1 and
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Cla-1 mRNA levels in THP-1 macrophages and HMDM according to different

treatments.

Figure 3. Marked stimulation of cholesterol efflux in human macrophages by LXR
agonists. THP-1 macrophages and HMDM were cholesterol-loaded with 50 pg/mL
acetylated LDL (acLDL) for 24 h and treated with or without of 0.1 mM 8Br-cAMP, 1
UM TO901317 or 4 pug/mL 22-hydroxycholesterol (220H-C) and 1 pM 9-cis retinoic
acid (9cRA) for an additional 24h-period. Cholesterol efflux to 5 pug/mL lipid-free
apoA-I (A), 15 pg/ml HDL-PL (B) or 5% (v/v) normolipidemic plasma (C) was assayed
for a 4-hour chase period in the presence or absence of the respective drug. Values
are the mean £ SEM from at least three independent experiments and expressed as
relative to cells incubated in the absence of agonists. *p<0.05 and **p<0.0005

compared with cells not treated with agonist.

Figure 4. Stimulation of cholesterol efflux to HDL by LXR agonist does not require
the transporter ABCGL1 in cholesterol-loaded HMDM. HMDM were transfected with
50 nM control siRNA (Ctrl) or siRNA targeting human ABCG1 (ABCG1 KD) for 24 h
and incubated with 50 pg/mL acetylated LDL (acLDL) (A-C) or 10% human serum (D)
for an additional 24h-period. HMDM were then stimulated with 4 pg/mL 22-
hydroxycholesterol (220H-C) and 1 pM 9-cis retinoic acid (9cRA) and free
cholesterol efflux to 15 ug/ml HDL-PL was assessed by radioisotopic [*H]Cholesterol
(A, D) or cholesterol mass analysis (high-performance liquid chromatography
[HPLC]) (B) (n=3, £ SD). *p<0.05 compared to cells transfected with control siRNA

(Ctrl). (C) Total ABCGL1 protein was assessed by Western blot analysis.
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Figure 5. Lack of stimulation of cholesterol efflux to HDL by LXR agonist in Tangier
Disease HMDM. HMDM from a Tangier Disease (TD) patient displaying a functional
homozygous mutation in the ABCAL1 gene and control HMDM from normolipidemic
individuals (Ctrl) were cholesterol-loaded with 50 pg/mL acetylated LDL (acLDL) for
24 h and treated with 4 pg/mL 22-hydroxycholesterol (220H-C) and 1 uM 9-cis
retinoic acid (9cRA) for an additional 24h-period. Cholesterol efflux to 5 pg/mL lipid-
free apoA-I (A) or 15 pg/ml HDL-PL (B) was assayed for a 24-hour chase period in
the presence or absence of 220H-C/9cRA (n=3, + SD). *p<0.05 compared with cells

not treated with 220H-C/9cRA.

Figure 6. Effect of cellular ATP depletion on cholesterol efflux from cholesterol-
loaded human macrophages. THP-1 macrophages and HMDM were cholesterol-
loaded with 50 pg/mL acetylated LDL (acLDL) for 24 h and treated with or without 4
pug/mL 22-hydroxycholesterol (220H-C) and 1 pM 9-cis retinoic acid (9cRA) for an
additional 24h-period. When required, cholesterol-loaded human macrophages were
depleted in cellular ATP for 30 mn prior to the efflux period by incubation with 10 mM
sodium azide, which blocks ATP synthesis by the mitochondrial respiratory chain.
Cholesterol efflux to 5 pg/mL lipid-free apoA-1 (A) or 15 pg/ml HDL-PL (B) was then
assayed for a 4-hour chase period in the presence or absence of 220H-C/9cRA.
ATP-depleted macrophages were assayed for cholesterol efflux in a glucose-free
media in order to prevent ATP synthesis from p-oxidation. Values are the mean +
SEM from three independent experiments and expressed as relative to cells not
depleted in ATP. *p<0.005 and **p<0.0005 compared with respective cells not

depleted in ATP.
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Figure 7. Reduction of cholesterol efflux to HDL by inhibition of the Cla-1 receptor in
cholesterol-loaded human macrophages. A, THP-1 macrophages and B, HMDM
were cholesterol-loaded with 50 pg/mL acetylated LDL (acLDL) for 24 h. Cholesterol-
loaded human macrophages were incubated for 30 mn prior to the efflux period with
5 pg/mL of either a rabbit anti-Cla-1 blocking antibody (B) or a rabbit anti-Clal non-
blocking antibody as a control (NB). Cholesterol efflux to 15 pug/ml HDL-PL was
assayed for a 4-hour chase period. Values are the mean = SEM from three
independent experiments and expressed as relative to cells preincubated with control
non-blocking antibody. *p<0.0005 compared with cells preincubated with control non-

blocking antibody.
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PRESENTATION DES TRAVAUX DE RECHERCHE

SECONDE PARTIE

Evaluation de l'implication d'’ABCG1 dans la phagocytose

Présentation de I'étude:

L'un des autres réles clé du macrophage dans I'athérogenese réside, comme
nous l'avons vu précédemment, dans sa capacité a phagocyter les cellules
apoptotiques présentes au sein de la Iésion, ce processus de phagocytose
étant déterminant pour I'évolution de 'athérogenese.

Certains ABC transporteurs ont initialement été mis en avant pour étre
impligués dans les processus de phagocytose gréce a des études menées
chez le nématode. Les similitudes entre ces genes et ABCA1 ont permis de
poser ABCA1 comme géne candidat impliqué dans ces processus de
phagocytose. Si limplication d'ABCA1 a pu étre ainsi démontré en revanche,
aucune étude n'a encore étudié limplication dABCG1 dans ces processus
de phagocytose. Pourtant des études menées sur des souris LDL-R KO
transplantées par de la moélle osseuse ABCG1 KO montrent clairement une
augmentation du nombre de cellules apoptotiques au niveau des Iésions
pouvant suggérer un défaut de phagocytose chez les souris ABCG1 KO. Ainsi
ABCGI1 pourrait potentiellement jouer un réle dans la phagocytose. Nos

études ont donc visé a évaluer ce réle potentiel.

Nos études ont été menées dans diverses populations cellulaires permettant
d'évaluer I'implication dABCG1 dans la phagocytose : des lignées de CHO
surexprimant le fransporteur et des macrophages murins. Ces cellules ont pu
étre analysées par cytométrie de flux afin de quantifier le nombre de cellules

apoptotiques marquées ingérées dans diverses conditions.
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Ainsi, cetfte étude devrait nous permettre d'évaluer limplication d'ABCGI1
dans ces mécanismes de captation de cellules apoptotiques et le cas

échéant d'approfondir ce processus.

Conclusions de I'étude:

Nous cherchions donc a évaluer une éventuelle implication d'ABCG1 dans les
meécanismes de phagocytose de cellules apoptotiques et notre étude nous a

permis de démontrer :

L'ensemble des lignées de CHO surexprimant ABCGI1 présentent une
fluorescence bien supérieure aux autres lignées reflétant ainsi une capacité
de captation des cellules apoptotiques supérieure. D'autre part, cette
capacité de captation qui semble étre rapidement saturée pour notre lignée
contréle est en revanche exponentielle pour la lignée CHO ABCGI.

Ainsi, ABCG1 semble clairement impliqué dans les processus de captation de
cellules apoptotiques, tandis que nos résultats n'ont pu mettre en évidence

d'implication d'ABCA1.

Les phénomenes de captation de cellules apoptotiques par la lignée CHO
ABCGI1 sont réduits par la cytochalasine D tandis que cette molécule n'a
aucune répercussion sur la captation de la lignée CHO wild-type montrant
que la captation induite par ABCG1 correspond réellement a un phénomene
de phagocytose.

Donc, outre sa capacité a ingérer des cellules apoptotiques nous avons pu
démontrer qu'ABCG1 est clairement impliqué dans un phénoméne de

phagocytose des corps apoptotiques.

Alors que les taux de captation de cellules non apoptotiques sont identiques
entre les lignées wild-type et ABCG1 on peut observer que la lignée
surexprimant ABCG1 a une capacité de phagocytose des cellules

apoptotiques bien supérieure a la lignée contrdle.

108



Par conséquent, la phagocytose que réalise les cellules surexprimant ABCG1
est trés spécifique des cellules apoptotiques ce qui peut révéler un intérét
notable dans le cadre de l'athérosclérose ou I'on connait les effets déléteres

de I'accumulation de ces cellules apoptotiques au sein des lésions.

L'inhibiteur BLT-4, spécifigue d'ABCGI, outre sa capacité a réduire de moitié
I'efflux de cholestérol, a également la capacité de réduire de pres de 50% la
capacité de captation des cellules apoptotiques aussi bien dans nofre
modele cellulaire fransgéniques de CHO que dans une lignée
macrophagique murine RAW264.7.

Ainsi les phénomeénes de captation et plus précisément de phagocytose des
cellules apoptotiques que nous avons observés précédemment sont bien tout

a fait spécifiques d'ABCGL1.

Partant du constat que l'expression d'ABCG1 peut étre fortement induite par
les agonistes des récepteurs LXR / RXR, nous avons pu tester et mettre en
évidence la tres forte induction de la phagocytose de cellules apoptotiques
dans la lignée RAW264.7

Ceci ouvre la voie a une nouvelle cible thérapeutique. Les agonistes LXR /RXR
semblant avoir la capacité d'induire la phagocytose de cellules apoptotiques

probablement via ABCGL1.

Cette étude nous a donc permis de mettre en évidence le role
d'ABCG1 dans la captation et plus précisément la phagocytose
de cellules apoptotiques. Cette phagocytose, réellement
spécifigue des cellules apoptotiques, peut étre induite par des
agonistes des récepteurs LXR / RXR ce qui permet de soulever
I'hypothése d'une éventuelle voie thérapeutique visant a €liminer
les corps apoptotiques des lésions athérosclérotiques et donc a en

diminuer les mécanismes pro-inflammatoires anti-athérogene.
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Evaluation de I'implication d'ABCG1 dans la phagocytose

Introduction

Le phénomene de phagocytose des cellules apoptofiques par le
macrophage joue un réle majeur dans la progression de I'athérogenese.

I a en effet, été démontré que la délétion de facteurs nécessaires a la
phagocytose de cellules apoptotiques tels que le complément C1qg, chargé
d'induire la reconnaissance de la cellule apoptotique par le phagocyte, via
le récepteur Fcy, chez des souris LDL-R KO entraine une multiplication par trois
de la taille des Iésions par rapport aux souris LDL-R KO controle!.

Cet effet s'expliqgue a deux niveaux: d'une part, au sein des plaques
avancées, le taux de cellules apoptotiques est augmenté de maniere
drastique, I'apoptose pouvant, par ailleurs, atteindre tous les types cellulaires
présents au sein de la lésion: cellules endothéliales, cellules musculaires lisses,
lymphocytes et macrophages?. Cette apoptose est particulierement critique
puisqu'elle peut conduire d une nécrose post-apoptotique particulierement
délétere. En effet, les cellules nécrotiques relarguent des composés toxiques
qui amplifient le contexte pro-inflammatoire présent au sein de la Iésion. Ainsi,
la phagocytose permet de limiter ce phénomene pro-athérogene. D'autre
part, certaines études ont montré que la phagocytose de cellules
apoptotiques a un effet anti-inflammatoire direct, via la production de

molécules anti-inflammatoires par le phagocyte telles que le TGFR, IL-8, IL-10 3.

L'implication d'ABC transporteurs dans le phénomeéne de phagocytose
remonte initiaclement & des études menées en 1991 chez le nématode
Caenorhabditis elegans. Ces études visant alors G identifier divers genes
impliqués dans la phagocytose ont ainsi mis en avant, notfamment, le gene
ced-7 dont la mutation entrainait un net défaut de clairance des corps
apoptotiques4. Ce géne fut ultérieurement identifié comme appartenant a la

famille des ABC transporteurs et sa protéine comme étant homologue a la
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protéine ABCAI15. Ainsi, 'homologie entre ced-7 et ABCAI, la tres forte
expression d'ABCA1 au sein du macrophage et le résultat d'une étude
montrant une forte diminution de Ila phagocytose de thymocytes
apoptotiques par les macrophages en présence d'un anticorps anti-ABCA16
ont permis de suggérer limplication d'ABCA1 dans les processus de

phagocytose de cellules apoptotiques.

Hamon, en 2000, a ainsi constaté que chez des souris ABCAT1 KO si 'apoptose
au niveau des zones interdigitales est idenfique 4 celle observée chez les
souris WT, en revanche, I'accumulation de corps apoptotiques est bien plus
marquée chez les souris ABCA1 KO, et ce, malgré un recrutement identique
de macrophages, ce qui souligne l'implication du transporteur ABCA1 dans la
phagocytose des cellules apoptotiques.

In vitro, l'injection de thymocytes apoptotiques dans le péritoine suivis de
I'analyse par FACS des macrophages péritonéaux révele que chez les souris
ABCAT1 KO deux fois moins de macrophages sont engagés dans le processus
de phagocytose que chez les souris wild-type. On peut ainsi en conclure
quU'ABCAT1 est impliqué mais il n'est tout de méme pas essentiel”

D'autre part, la licison et I'nydrolyse de I'ATP par ABCAT1 pourrait étre une
caractéristique essentielle pour la phagocytose. En effet, des études menées
in vitro sur des cellules Hela, transfectées par une construction d'ABCAT
mutée, démontrent que les mutants dont la fonction de licison et d'hydrolyse
de I'ATP est altérée ont également une activité phagocytique deux fois
moindre que celles les cellules transfectées par ABCAT natif’. Toutefois, on
peut noter que la mutation des domaines NBD peut entrainer un défaut au
niveau du trafic cellulaire de la protéine, ce qui pourrait alors expliquer la
réduction de I'activité phagocytique observée.

Un partenaire d'ABCA1 a été identifie: MEGF10, homologue de ced-1,
impligué dans la phagocytose chez le nématode. Il a ainsi été démontré que
la surexpression dans des cellules Hela d'ABCAT, comme celle de MEGFI10
induit la phagocytose et que la surexpression concomitante des deux

protéines potentialise l'induction de phagocytose. D'autre part, l'interaction
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de ces deux partenaires a également été constatée avec notamment
I'observation d'un transfert d'énergie pouvant éventuellement suggérer un
remodelage membranaire via une intervention au niveau du cytosquelette
comme le fait la protéine ced-78.

Enfin il a également été évoqué qu'ABCA7, ABC transporteur tres similaire &
ABCAT1, pourrait aussi étre impligué dans la phagocytose?. Cette hypothese
cohérente avec le fait qu'ABCA7 est régulé par SREBP2 et que SREBP2 peut
aussi moduler les processus de phagocytose’®© a été confirmé par
l'observation d'une diminution de moitié de l'activité phagocytique dans des
cellules 313 lors de I'utilisation de siRNA ciblant ABCA7'.

Toutefois I'implication d'ABCA1 dans les processus de phagocytose est sujette
a controverse.

En effet, I'étude menée par Bared a permis I'observation d'un phénomene
plutdt surprenant: les fibroblastes de patients Tangier présentent une
capacité de phagocytose plus importante que des fibroblastes de patients
contrdle. De plus, la transfection d'ABCAT dans des fibroblastes de patients
Tangier diminue la captation de billes confortant cette observation!?,
Toutefois il faut noter que cette observation est faite dans des fibroblastes
dont l'implication dans la phagocytose est bien différente de celle que jouent
les macrophages.

D'autre part, une autre étude a démontré que I'utilisation de siRNA ciblant
ABCAT1 n'a aucun impact sur la capacité phagocytique des macrophages
murins péritonéaux ce qui est en désaccord total avec les études menées

précédemment?.

Ceci peut mettre en relief, les difficultés actuelles a évaluer la capacité
phagocytique des macrophages. On peut notamment noter que I'utilisation
d'observations microscopiques telles que l'utilisent les études menées par
Luciani ne permet pas de discriminer les cellules apoptotiques ingérées par
les phagocytes et les cellules apoptotiques qui ont simplement adhérées aux

phagocytes. D'autre part I'ensemble des données utilisant des billes de latex
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ne sont pas non plus tout a fait physiologiguement pertinentes. En effet,
I'absence de récepteurs spécifiques de la reconnaissance des cellules
apoptotiques sur ces billes peut provoquer un biais sur les résultats impliquant

un processus de phagocytose spécifique de ces voies.

Une étude menée en 2006 a permis de démonfrer que les souris LDL-R KO
susceptibles a l'athérosclérose fransplantées par des cellules de moelle
osseuse ABCGI1 KO présentent au niveau de l'aorte un taux de cellules
apoptotiques quatre fois plus élevé que les souris controles.

Trois hypotheses peuvent expliquer ce résultat:

- Soit la délétion d'ABCG1 entraine une induction de l'apoptose, ce qui
suggere donc qu'ABCG1 jouerait un réle anti-apoptotique.

- Soit la déléetion d'ABCG1 enfraine une réduction de la phagocytose au
sein du site provoquant ainsi une accumulation des cellules
apoptotiques. Ainsi, ABCG1 aurait un réle pro-phagocytaire et donc
anti-athérogéne.

- Soit une combinaison de ces deux premieres hypotheses

De par les études menées sur ABCAT que nous avons précédemment vu nous
avons décidé de tester la seconde hypothese tout en mettant en place une

stratégie d'analyse efficace de la phagocytose.
Ainsi, notre étude va permettre d'approfondir les connaissances sur la

phagocytose, d'évaluer limplication d'ABCG1 dans ce processus, et de

révéler éventuellement une nouvelle voie thérapeutique de I'athérosclérose.
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Matériels et méthodes

Etablissement des lignées stables CHO ABCG1-ABCA1l et CHO ABCG1-Clal

Les cellules Chinese Hamster Ovariaon (CHO) sont des cellules largement
utilisées pour l'expression de protéines recombinantes en recherche mais
également pour des analyses de phagocytose'3.

Ces cellules représentent par conséquent un modele de choix pour la mise
au point de notre stratégie d'analyse. Le laboratoire dispose déja de lignées
stables CHO surexprimant les transporteurs / récepteurs impliqués dans I'efflux
de cholestérol a savoir la lignée CHO Cla-1 établie par le Dr Thiery Huby'4 et
la lignée CHO hABCGI1 du Dr Wendy Jessup!>. Afin de pouvoir répondre
clairement & nos interrogations concernant limplication d'ABCG1 et son
éventuelle coopération avec d'autres partenaires dans le processus de
phagocytose nous avons donc mis au point I'établissement de lignées stables
surexprimant a la fois ABCG1 et ABCA1 et ABCGI1 et Cla-1.

Pour cela, dans les deux cas, nous sommes partis de la lignée de CHO ABCGI
gue nous avons transfecté soit avec le plasmide mABCA1 du Dr Jonathan
Smith'é soit avec le plasmide Cla-1 du Dr Thierry Huby!”.

Nous avons pour cela utilisé la Lipofectamine 2000 (Invitrogen) et nous nous
sommes référés aux instructions du fabricant. Une fois que les cellules,
ensemencées en plague 24 puits, sont arrivées a quasi confluence on
remplace leur milieu de culture par 500ul milieu de culture sans antibiotique
et on prépare les mix de fransfection. D'une part, 5ug de plasmide sont dilués
dans 50ul de milieu de culture sans antibiofique et sans serum et d'autre part,
Sul de Lipofectamine 2000 sont également dilués dans 50ul de milieu de
culture sans antibiotique et sans serum. Ces "pré-mix" sont agités doucement
puis laissés 5mn 4 incuber. Au bout de ces 5mn les deux "pré-mix' sont
mélangés et laissés a incuber pendant 20mn da température ambiante. Enfin,

le mix est déposé sur les cellules a transfecter et la plaque est laissée 24h &
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lincubateur a 37°C, 5% CO,. Au bout des 24h le milieu est remplacé par du
milieu de culture complet et au bout de 48h par du milieu complet
contenant les antibiotiques de sélection pour les plasmides. (G418 a 0.8mg/ml
pour les lignées possédant les plasmides ABCA1 ou Clal et zéocine a Tmg/ml

pour les lignées contenant le plasmide ABCG1)

Culture cellulaire

- La lignée cellulaire CHO (Chinese Hamster Ovary) est cultivée en flasque de

75cm?2 dans un incubateur a 37°C et 5% de CO2 dans un milieu Ham F12
supplémenté en sérum de veau foetal (10% v/v), TmM de glutamine, un mix
de péniciline/streptomycine (100U/ml) ainsi qu'un antibiotique de sélection
(G418 a 0.8mg/ml pour les lignées possedant les vecteurs ABCA1 ou Clal et
zéocine a Tmg/ml pour les lignées contenant le vecteur ABCG1). Les cellules,
adhérentes, sont maintenues dans leur milieu de culture jusqu'a confluence.
Une fois a confluence, elles sont alors lavées deux fois au PBS puis décollées
de la flasque par ajout de trypsine durant quelques minutes afin d'étre diluées
au 1/10eéme dans 10ml de milieu frais. Lorsque des tests de phagocytose sont
réalisés les cellules sont ensemencées dans une plagque 24 puits a une

concentration de 400 000 cellules par puits la veille de I'expérimentation.

- La lignée macrophagigue murine RAW264.7 est cultivée dans du milieu

DMEM supplémenté par 10% de sérum de veau feetal, 2mM de glutamine et
100U/ml de mix pénicilline/streptomycine dans des flasques de 75cm?2, en
incubateur a 37°C et 5% CO2. Les cellules, cultivées jusqu'ad devenir
confluentes sont alors lavées deux fois au PBS puis décollées a l'aide de
trypsine durant quelques minutes pour enfin étre diluées dans 10ml de milieu
frais au 1/10eme. Lors des tests de phagocytose les cellules sont
ensemenceées la veille dans une plague 24 puits d une concentration de 400

000 cellules par puits.
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- Les macrophages murins dérivés de moelle osseuse

Pour chaque souris, la moelle osseuse des tibias et des fémurs est isolée par
lavage avec du PBS & I'aide d'une seringue. Les cellules ainsi obtenues sont
ensuite centrifugées 5mn a 1500 tours/mn puis les globules rouges sont lysés
en présence de 5mL de solution de lyse ACK (Biowhittaker) pendant 5 mn &
température ambiante. Apres une nouvelle centrifugation 5mn & 1500
tours/mn, les cellules sont mises en suspension dans du milieu de culture
DMEM supplémenté par 20% de sérum de veau foetal inactivé a la chaleur,
30% de milieu de culture conditionné de cellules L929 (source de M-CSF),
2mM de glutamine et 100U/ml de mix péniciline/streptomycine puis placé

dans un incubateur maintenu a 37°C et 7.5% CO2 pendant 5 jours.

- La lignée monocytaire humaine THP-1, est cultivée en flasque de 150cm?2

dans un milieu de culture RMPI supplémenté par 10% de sérum de veau feetal
inactivé a la chaleur, 2mM de glutamine et 100U/mlI de mix
pénicilline/streptomycine dans un incubateur maintenu & 37°C et 5% CO2.
Environ une fois par semaine, lorsque ces cellules atfteignent une
concentration avoisinant les 1x10¢6 cellules/ml, les cellules sont centrifugées
(10mn a 500G) puis le culot est resuspendu dans du milieu frais afin d'obtenir
une concentration proche de 0.3x106 cellules/ml. Lorsque les cellules sont
utilisées pour des tests de phagocytose elles sont ensemencées dans des
plagques 24 puits a raison de 500 000 cellules / puits en présence de PMA
(Phorbol Myristate Acétate) a une concentration de 50ng/ml permettant ainsi
I'activation des monocytes et leur différentiation en macrophages laquelle

est achevée apres 3 jours.

- La lignée cellulaire Jurkat est une lignée humaine de lymphocytes T que I'on

cultive en flasque 150cm? exactement dans les mémes conditions de culture

que les THP-1.
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Induction de I'apoptose cellulaire

Une fois la quantité de cellules apoptotiques nécessaires pour
l'expérimentation déterminée le nombre de cellules adéquat est prélevé et
transféré dans une flasque tout en veillant O ne pas dépasser une
concentration de 750 000 cellules / ml afin d'assurer une exposition correcte
aux UV pour chaque cellule. La flasque est alors mise durant 15mn en contact
avec une plaque UV servant a révéler les gels d'agarose.

Une fois ce délai passe les cellules sont remises a l'incubateur a 37°C, 5% CO»
durant 4 heures afin de laisser le processus d'apoptose se mettre en place. En
parallele des cellules dites "contrdéle" subissent le méme traitement que les
cellules apoptotiques, a I'exception de l'exposition aux UV afin de contréler

I'efficacité de l'induction de I'apoptose.

Controle de lI'apoptose cellulaire

L'une des premieres étapes nécessaire a la validation de notre technique
d'analyse consiste a s'assurer de I'efficacité de linduction de 'apoptose, tout
en veillant d ne pas avoir de cellules nécrotiques dans notre préparation.
Pour cela, un kit de détection de l'apoptose de chez Beckman Coulter est
utilisé selon les recommandations du fabricant. Au bout des 4 heures
d'incubation 100ul de cellules apoptotiques et 100ul de cellules contrdle sont
prélevés, et centrifugés 5mn & 500G. Apres avoir préparé 1ml de tampon de
licison 1X (100ul de tampon 10X + 200ul d'eau ultra pure) les culots cellulaires
sont resupendus dans 100ul de tampon 1X auquel on gjoute 4ul d'iodure de
propidium et 0,75yl d’annexine V-FITC fournis dans le kit. Apres avoir bien
homogéncéisé I'ensemble est placé dans la glace et a I'abri de la lumiere
durant 15mn puis 400ul de tampon 1X est rajouté et la préparation est

analysée au cytometre en flux.

117



Marquage des cellules apoptotiques

Les cellules apoptotiques sont centrifugées 5mn a 500G puis resuspendues
dans 10ml de PBS 1X. Apres avoir procédé a la dilution de la calcéine AM
(Invitrogen) dans 34yl de PBS + 16ul de DMSO afin d'obtenir une
concentration finale de 50uM final, les cellules apoptotiques sont mises en
présence de la calcéine AM a raison d'une concentration de 5uM durant
10mn & 37°C afin gu'elles integrent la calcéine. Cette calcéine une fois
infégrée, sera clivée par les estérases cytosoliques et deviendra alors
fluorescentes. Ensuite, 40ml de milieu sans sérum est ajouté ef les cellules sont
placées dans la glace durant 10mn afin de limiter le phénoméne de
quenching qui pourrait avoir lieu par la suite. Puis enfin les cellules
apoptotiques marquées sont lavées 3 fois avec du milieu RPMI sans sérum et
resupendues dans ce méme milieu & une concenfration qui permettra
d'agjouter des volumes cohérents dans chaque puits selon le ratio phagocyte

/ cellules apoptotiques souhaité.

Incubation cellule apoptotique / phagocytes

Les cellules phagocytaires, ensemencées en plaque de culture 24 puits, sont
mises en présence des cellules apoptotiques selon le ratio désiré durant
30mn, durée suffisante pour permettre linternalisation des cellules
apoptotiques. Avant I'analyse au cytometre en flux les cellules sont lavées de
facon intensive afin d'éliminer toute cellule apoptotique qui serait fixée mais
non phagocytée. Enfin, les phagocytes sont décollés du puits par ajout de
100ul de trypsine et resupendus dans un volume final de 400ul en ajoutant du
milieu de culture. Les cellules sont alors prétes a étre analysées par cytométrie

en flux.
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Résultats

= Validation de la technigue

o La mesure de l'apoptose

L'une des premieres choses dont nous devons nous assurer est I'efficacité de
notre technique d'induction de l'apoptose. Pour cela nous réalisons une
mesure de détection de l'apoptose en utilisant le kit Annexine V / IP de
Beckmann Coulter, comme décrit dans la partie matériel et méthodes.

La figure suivante représente les résultats types que nous pouvons obtenir lors
des mesures d'apoptose. On peut observer sur l'axe des abscisses, le
marquage annexine V-FITC destiné a évaluer 'apoptose par reconnaissance
des phosphatidylsérines exposées a la surface cellulaire. Tandis que l'axe des
ordonnées correspond au marquage a liodure de propidium. Cette
molécule est un agent intercalant de I'ADN qui va pouvoir pénétrer dans les
cellules dont la membrane plasmatique altérée et permet donc la détection
de cellules nécrotiques.

Le graphe est donc subdivisé en quatre parties : la partie B3 regroupe les
cellules n'‘ayant pas été marqué ni par l'annexine V, ni par liodure de
propidium, elle regroupe donc les cellules non apoptotiques et non
nécrotiques. Les cellules n'‘ayant pas été exposées aux UV se situent dans
cette partie. En effet, comme nous pouvons le voir sur la Figure 1 93,5% des
cellules Jurkat non apoptotiques se concentre dans cette zone.

La partie B4 contient les cellules marquées a I'annexine V et non marquées a
l'ilodure de propidium il s'agit donc de cellules apoptotiques, ce sont celles
qui nous intéressent pour notfre expérimentation et I'on peut voir sur la figure 2
qu'elle regroupe 81,1% des cellules Jurkat induites en apoptose, ce qui nous
permet de valider notre technique dinduction de l'apoptose qui se révele
trés efficace.

Les zones B1 et B2, quant & elles, représentent respectivement les cellules en

apoptose secondaire prétes & devenir nécrotiques et les cellules nécrotiques.
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Fig.1: Evaluation par mesure au cytometre en flux de I'apoptose chez des JURKAT n'ayant pas

été soumise aux rayons UV. Ici 93,5% des cellules ne sont ni apoptotiques ni nécrotiques.
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Fig.2: Mesure d'apoptose par cytométrie en flux chez des JURKAT ayant subi une exposition de 15mn

aux rayons UV. 81,1% des cellules sont devenues apoptotiques et seules 7,2% sont nécrotiques.
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Dans notre étude, nous devons veiller  avoir un minimum de cellules dans
ces zones pour ne pas biaiser I'évaluation spécifique de la phagocytose des

cellules apoptotiques.

o La détection du complexe phagocyte / cellule apoptotigue

Le but de notre projet étant d'évaluer la capacité de phagocytose de
cellules apoptotiques de nos phagocytes, nous sommes confrontés a une
étape critique qui consiste a mesurer réellement le nombre de phagocytes
ayant internalisé une ou plusieurs cellules apoptotiques tout en arrivant a
discriminer ces cellules des phagocytes seuls, n‘ayant rien ingéré et des
cellules apoptotiques qui se seraient simplement fixées aux phagocytes. Pour
ceftte raison les techniques de microscopie a fluorescence classique ou de
lecture de plaque ont du étre écartées, ne permettant pas une
différenciation assez efficace en revanche, comme nous allons le voir, notre
méthode d'analyse par cytométrie en flux représente donc ici la technique la
plus adéquate.

La figure 3 représente l'analyse au cytometre de notre population de
phagocytes (ici des cellules CHO) sur une simple mesure de parametres
morphologiques: la taille (FS ou Forward Scatter) et la structure cellulaire (SS
ou Side Scatter). Les réglages ont été effectués de sorte que I'ensemble des
cellules se tfrouvent dans la fenétre d'analyse. Puis, sur ce méme programme
ont été analysées nos Jurkat apoptotiques (fig. 4). Nous avons alors procédé
a la mise au point d'une zone de sélection comprenant un minimum de
cellules apoptotiques (1,7%) mais un maximum de CHO phagocytaire (58,7%)
qui est restée la méme pour toutes nos expérimentations sur ce projet. Ainsi,
apres la période de mise en contact cellules apoptotiques / phagocytes les
cellules sont analysées avec le méme programme ce qui permet d'obtenir
dans la fenétre d'analyse une majorité des phagocytes, mais quasi aucune
cellule apoptotique seule et parmi ces phagocytes celles qui auront ingéré
une cellule apoptotique seront détectées via la fluorescence qu'elles auront

ingéré par la méme occasion.
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Fig.3: Analyse en cytométrie de flux de la population de phagocytes et mise en place de la

fenétre de sélection qui comprend 58,7% de ces phagocytes
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Fig.4: Analyse en cytométrie de flux de la population de cellules apoptotiques (Jurkat) et fenétre

de sélection comprenant 1,7% de cellules apoptotiques
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Fig.5: Analyse en cytométrie de flux de la population de phagocytes ayant été mis en contact
avec les cellules apoptotiques. La fenétre de sélection détecte que 15,4% des phagocytes sont

devenues fluorescentes par ingestion des cellules apoptotiques marquées d la calcéine

D'autre part, nous pouvons également nous assurer de la validité de notre
modéele expérimental en mesurant le taux moyen de fluorescence par cellule
(X-Mean) des cellules apoptotiques et des phagocytes ayant ingéré les
cellules apoptotiques fluorescentes.

Ainsi, lorsque I'on analyse le taux de fluorescence des cellules sélectionnées
dans la figure 5, a savoir les phagocytes ayant ingéré des cellules
apoptotiques marquées A la calcéine on obtient le graphe de la figure 6A,
qui nous indique que ces cellules ont une unité arbitraire de fluorescence de
18. En revanche, lorsqu'on analyse la population de cellules apoptotiques
marquées, que I'on observe dans la sélection de la figure 4, nous pouvons
observer en figure 6B un pic pour un niveau de fluorescence d'environ 300.
Ainsi, nous disposons d'un controle supplémentaire nous permettant de nous
assurer de notre capacité a discriminer les cellules apoptotiques et les cellules

phagocytaires.
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Fig 6. Evaluation du taux de fluorescence de deux populations cellulaires : les phagocytes
(CHO) ayant ingéré des Jurkat apoptotiques marquées a la calcéine (A) qui présentent un
taux de fluorescence de 18 et les Jurkat apoptotiques marquées & la calcéine (B) qui

présentent un taux de fluorescence beaucoup élevé, d'environ 300.

= Caractérisation de nos modeéles cellulaires et évaluation de l'implication

d'ABCG1

o0 Mise en évidence de limplication d'ABCG1 dans les processus de
captation

Comme nous l'avons évoqué précédemment les cellules CHO représentent

un modele cellulaire de choix pour I'étude la phagocytose. Gré&ce aux

lignées que nous possedions et a celles que nous avons établies nous allons

ainsi pouvoir valider notre modele et déterminer quel est le réle d'ABCGI

dans le processus de phagocytose.

Les résultats de la figure 7 démontrent clairement qu'ABCG1 joue un réle dans
lingestion de cellules apoptotiques. En effet, alors que la lignée CHO Wild-
Type (WT) présente un taux de fluorescence de 3,4 apres la mise en contact

avec les cellules Jurkat apoptotiques, nous pouvons observer pour les lignées
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Fig 7. Mesure par cytométrie en flux du taux de phagocytose de nos lignées CHO. Les lignées
CHO ABCGI1, CHO ABCGI1-ABCA1 et CHO ABCGI1-Clal présentent respectivement des taux
de phagocytose augmentés de 66%, 85% et 53% par rapport & celui de la lignée CHO wild-
type. La lignée CHO Clal, elle, ne présente aucune différence significative. *, p<0.01 vs CHO

WT (One-way ANOVA, Dunnett’s posttest)

CHO ABCGI1, CHO ABCGI-ABCA1 et CHO ABCGI-Clal des taux de
fluorescence allant respectivement de 5,2 (CHO ABCGI1-Clal) a 6,3 (CHO
ABCGI1-ABCAT1) soit une augmentation de 53% 4 85% du taux de

fluorescence par rapport a la lignée sauvage (p<0.01).

En revanche, on peut noter que la lignée Clal ne présente aucune
différence significative avec la lignée Wild-Type ce qui permet de conclure
qgue Cla-1 n'est clairement pas impligué dans le processus de captation.
D'autre part, on peut aussi noter ici que la lignée double ABCA1-ABCGI1 ne
présente pas de potentialisation des effets d'internalisation par rapport a la

lignée CHO ABCGI seule.
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Ainsi, soit ABCA1 n'est pas impliqué dans les processus de captation de
cellules apoptotiques, soit nous avons atteints la saturation de notre systeme
de captation faisant qu'aucun effet additif éventuel ne pourrait étre observé
par rapport a la lignée exprimant ABCG1 seul.

Donc, nous démontrons clairement ici d'une part la validité de notre modele
cellulaire et d'autre part limplication d'ABCGI1, en revanche, nous ne
pouvons pas statuer sur un éventuel effet dABCA1 dans les processus de

captation de corps apoptotiques.

Par la suite, afin de confirmer limplication d'/ABCG1 et de valider notre
modele, nous avons comparé les différences de capacité d'internalisation de
nos lignées CHO ABCG1 et CHO wild-type en fonction de la variation du rafio
phagocyte / cellule apoptotique. Les résultats (figure 8) permettent
d'observer qu'il existe une différence nette entre les deux lignées, la lignée
CHO ABCGI1 présentant un nombre de cellules devenues fluorescentes et

donc une capacité de captation bien plus élevé que la lignée contrdle.
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Fig 8. Comparaison des capacités phagocytaires des lignées CHO WT et ABCG1 en fonction
du nombre de cellules apoptotiques mises en présence. La lignée CHO ABCGI1 présente ici
un nombre de cellules fluorescentes, reflétant la capacité d'internalisation beaucoup plus
élevé que la lignée contrble pouvant atteindre jusqu'd 253% du nombre de cellules
fluorescentes de la lignée contréle (ratio 1:8). Ces résultats démontrent l'implication d'ABCG1

dans les processus d'internalisation des corps apoptotiques.
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Et si la lignée CHO wild-type semble présenter un plateau & partir d'un ratio
de deux cellules apoptotiques par phagocyte en revanche la capacité
d'internalisation de la lignée CHO ABCGI1 continue d'augmenter de maniere

exponentielle au moins jusqu'au ratio 1:8.

Ainsi, O ce niveau, la lignée ABCG1 présente 2,5 fois plus de fluorescence que
la lignée wild-type indiquant clairement une augmentation drastique du
nombre de cellules internalisées. Ces résultats nous permettent de confirmer
formellement limplication d'ABCG1 dans les processus de captation des

cellules apoptotiques.

o Caractérisation de ce processus de captation des cellules
apoptotiques

Si nous avons pu démontrer l'implication d'ABCG1 dans les processus de
captation, en revanche, rien ne nous permet de conclure qu'il s'‘agisse
réellement d'un processus de phagocytose. Par conséguent, nous avons
mené la méme expérience que précédemment en présence d'un agent
spécifique : la cytochalasine D. Cette molécule, couramment utilisée dans la
littérature permet de bloquer tout mouvement d'actine, elle est donc
couramment utilisée pour inhiber de maniere spécifique les processus de
phagocytose’d. Les résultats, présentés sur la figure 9 nous permettent de voir
que si l'utilisation de la cytochalasine D sur la lignée wild-type n'a aucun
impact sur sa capacité d'internalisation en revanche elle entraine une forte
réduction de la captation de cellules apoptotiques par les cellules
surexprimant ABCGI1. Ainsi, cela nous permet de conclure que le processus
d'internalisation que nous avions observé pour la lignée CHO ABCGI

précédemment correspond bien d un mécanisme de phagocytose.
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Fig 9. Mesure des taux de phagocytose des lignées CHO WT et ABCG1 en présence ou non
d'un inhibiteur de la phagocytose : la cytochalasine D. Si cette molécule n'a aucun impact
sur la captation de la lignée WT en revanche elle diminue significativement celle de la lignée
ABCGI.

o Caractérisation du processus de phagocytose
Nous venons de démontrer que le processus de captation des cellules
apoptotiques dans les cellules CHO ABCG1 correspondait & un mécanisme
de phagocytose. Comme nous I'avons vu précédemment dans le contexte
pathologique de l'athérosclérose, la phagocytose de cellules apoptotiques
révelerait un réel intérét physiologique c'est pourquoi Nnous nous sommes
intéressés plus spécifiqgquement G ce processus de captation. Ainsi, nous
pouvons voir sur la figure 10 que la captation de cellules hon apoptotiques
n'est pas caractéristique de la lignée CHO ABCGI, le nombre de cellules
internalisées étant identique pour les cellules CHO WT et les cellules CHO
ABCGI1. En revanche, en ce qui concerne le processus de phagocytose de
cellules apoptotiques on peut observer qu'il est largement réalisé par les
cellules surexprimant ABCG1. On peut donc en conclure qu'ABCGI1 est fres
spécifiguement impliqué dans la phagocytose de cellules apoptotiques ce

qui peut se révéler crucial dans I'athérogenese.

128



=1 CHO WT

30- R CHO hABCG1
w
©
&
@ o
Z 204
17
o]
o
c
‘© 10-
Q
©
o
;E H
0 Y Y
NAC AC

Fig 10. Comparaison des processus de captation entre les lignées CHO WT et CHO ABCGI.

Le processus de captation de la lignée CHO ABCG1 caractérisé pour étre un vrai processus
de phagocytose concerne principalement la captation de cellules apoptotiques tandis que
le processus de captation des cellules de la lignée CHO WT concerne majoritairement des

cellules non apoptotiques.

o Spécificité de limplication d'ABCGI1

Afin de confirmer limplication spécifique d'ABCG1 dans les mécanismes de
phagocytose de cellules apoptotiques nous avons décidé de moduler
I'activité d'ABCG1 et d'en évaluer limpact sur la phagocytose.

Les inhibiteurs BLT (Block Lipid Transport) sont des molécules qui présentent la
propriété d'inhiber l'efflux de cholestérol selon un mécanisme encore
totalement inconnu. Or, nous avons observé que la molécule BLT-4 avait la
capacité dlinhiber de maniere tres spécifique l'efflux de cholestérol
dépendant d'ABCG1 entrainant une réduction de pres de 70% (0<0.0001) de
l'efflux (fig. 11A). C'est pourquoi afin de moduler l'activité d'ABCG1 sur la
phagocytose nous avons décidé d'utiliser cette molécule.

Nous pouvons ici constater qu'outre son impact sur l'efflux de cholestérol
dépendant d'ABCGI, BLT-4 a aussi la propriété de réduire trés fortement (pres

de -60%, p<0.05) la phagocytose de cellules apoptotiques dépendante
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d'ABCG1 ce qui permet de confirmer limplication spécifigue d'ABCG1 dans
les processus de phagocytose de cellules apoptotiques que nous avons

précédemment observé.
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Fig 11. Impact de la molécule BLT-4 sur l'efflux de cholestérol ABCG1-dépendant (A) et sur les
processus de phagocytose de corps apoptotiques dépendant d'ABCG1 (B) dans les cellules
CHO ABCGI. La spécificité d'inhibition de l'efflux dépendant d'’ABCG1 par BLT-4 nous a
permis de cibler cette molécule en tant qu'inhibitrice spécifique d'ABCGI1. Or, cette inhibition
se répercute également sur les processus de phagocytose via ABCGI1 nous prouvant
limplication spécifique de ce transporteur dans la phagocytose. *, p<0.05 et **, p<0.0001
(Test T).

= Implication d'ABCGI1 dans le macrophage

Alors que les résultats obtenus avec notre modele cellulaire sont clairement
explicites sur limplication d'ABCG1 dans la phagocytose de cellules
apoptotiques nous avons voulu déterminer ce qui avait lieu au sein du
macrophage. En effet, ce type cellulaire est celui qui est le plus impliqué dans
les processus de phagocytose de cellules apoptotiques au sein de la plague
et son implication pourrait donc se révéler déterminante en termes

d'évolution de la pathologie. Nous avons donc ufilisé la lignée
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macrophagique murine RAW264.7 pour déterminer si la molécule BLT-4 a
également un impact au niveau de la phagocytose de cellules apoptotiques
et donc si ABCGI1 est également impliqué dans ce processus au sein du
macrophage. Comme nous pouvons le voir sur la figure 12, I'utilisation de la
molécule BLT-4 induit dans le macrophage murin une réduction considérable
de la phagocytose de cellules apoptotiques de pres de 50% (1<0.005)
suggérant qu'ABCG1 pourrait jouer un rdle tout a fait majeur dans la

phagocytose de cellules apoptotiques au sein du macrophage.

RAW264.7

X-Mean

DMSO BLT-4

Fig 12. Mesure de la capacité de phagocytose de la lignée macrophagique murine
RAW264.7 en présence ou non de la molécule BLT-4, démontrée pour inhiber spécifiqguement
ABCGI. Ici la capacité de phagocytose est inhibée de 50% en présence de cette molécule
permettant de suggérer une implication majeure d'ABCG1 dans la phagocytose au sein du

macrophage. *, p<0.005 (Test T).

= Impact de l'utilisation d'agonistes LXR/RXR sur la phagocytose de cellules
apoptotiques

Au sein du macrophage les agonistes LXR / RXR sont connus pour induire

l'efflux de cholestérol via une induction de l'expression des transporteurs

ABCAT1 et ABCGI1. Nous avons voulu tester ici leur impact sur la phagocytose.

Les deux expérimentations réalisées avec des agonistes naturels des

récepteurs LXR / RXR (22-hydroxcholesterol et 9-cis retinoic acid) et avec un
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agoniste synthétique du récepteur LXR (T0O901317) démontrent clairement
linduction du phénomene de phagocytose pouvant atteindre notamment
pour la stimulation par le 9cisRA et 220H-chol une augmentation de 50% de
la capacité phagocytique des macrophages murins RAW264.7. Ainsi, nous
pouvons ici envisager que ces agonistes, pourrait stimuler notfamment ABCGI
et donc induire la phagocytose de cellules apoptotiques. Ces résultats sont

intféressants puisqu'ils ouvrent la voie G une éventuelle nouvelle stratégie

thérapeutique.
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Fig 13. Mesure de la capacité phagocytique des phagocytes (RAW264.7) en présence ou
non d'agonistes LXR/RXR (220H/9cisRA ou T0). Cette étude montre une nette augmentation
des taux de cellules ingérées en présence de ces agonistes aux récepteurs LXR/RXR pouvant

étre d0e en partie d une induction de I'expression d'ABCGI.

» Caractérisation de la phagocytose ABCG1-dépendante

Nous avons pu obtenir grce 4 une collaboration avec les laboratoires de
Miranda Van Eck (Pays-Bas) et Wendy Jessup (Australie) des macrophages
murins primaires wild-type et KO pour ABCGI.

Afin de mieux caractériser le processus de phagocytose dans lequel
intervient ABCG1 nous avons décidé d'analyser la phagocytose de billes

recouvertes ou non d'lgG afin de déterminer si la phagocytose impliquant
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ABCGI fait intervenir la voie de phagocytose du récepteur Fcy qui est l'une
des voies possibles de phagocytose comme nous I'avons vu en introduction.

Les résultats présentés en figure 14 nous permettent de voir gu'il n'y a aucune
différence entre les macrophages WT et ABCG1 KO en ce qui concerne la
captation de billes recouvertes dIgG. Ceci nous permet de conclure
qU'ABCGI1 n'est donc pas impliqué dans la voie de phagocytose faisant
intervenir le récepteur Fcy. En revanche les macrophages ABCGI1 KO
présentent un taux de phagocytose de billes non coatées bien inférieur a
celui des macrophages WT confirmant une nouvelle fois limplication

d'ABCG1 dans les processus de phagocytose.
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Fig 14. Evaluation de la captation de billes recouvertes ou non d'lgG par des macrophages
murins dérivés de moelle osseuse de souris WT ou ABCG1 KO. Il n'existe aucune différence
entre les BMDM WT et KO ABCG1 en ce qui concerne la phagocytose de billes recouvertes
d'lgG ce qui indiqgue qu'ABCGI1 n'intervient pas dans les processus de phagocytose faisant
intervenir la voie du récepteur Fcy. En revanche, la diminution que l'on obtient pour les
macrophages ABCG1 KO pour la phagocytose de billes non coatées nous indique
qu'ABCGI intervient bien dans les processus de phagocytose mais indépendamment de la

voie Fcy.
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Discussion

L'une de nos hypotheses inifiales consistait en une implication du transporteur
ABCG1 dans le processus de phagocytose des corps apoptotiques présents
au sein de la Iésion. Si cette hypothese est confimée en revanche nous ne
pouvons pas exclure que l'accumulation de cellules apoptotiques dans
I'étude de Baldan, ne provient pas également d'une augmentation du taux

d'apoptose en l'absence d'ABCGI.

Ces travaux ont donc permis, dans un premier temps, de mettre au point un
systeme efficace de mesure de la phagocytose de cellules apoptotiques
discriminant de maniere sire l'analyse des cellules apoptotiques et des

phagocytes.

Mais elle nous a surtout permis de mettre en évidence un réle jusque Ia tout a
fait inconnu d'ABCG1 dans les processus de phagocytose de cellules
apoptotiques. En effet, comme nous avons pu le voir, seules les cellules
surexprimant ABCG1 présente la particularité de capter beaucoup plus de
cellules apoptotiques que la lignée contréle ce qui est tout a fait pertinent
avec les résultats obtenus avec la molécule BLT-4, qui inhibe spécifiquement
ABCGI1 entrainant ainsi une tres forte réduction de la capacité phagocytique
des cellules.

Ces résultats nous ont aussi permis de mettre en avant la spécificité de la
phagocytose qui privilégie largement la captation des cellules apoptotiques,
ceci est important dans le cadre physiopathologique de I'athérosclérose ou
l'on sait que beaucoup de cellules apoptotiques se trouvent au sein de la
lésion et qu'elles y jouent un rdéle largement pro-inflammatoire et pro-
athérogene. Ceci laisse penser gu'il existe un mécanisme sous-jacent de
reconnaissance tels que lI'un de ceux que nous avons cité dans l'introduction

et qui vise a induire la phagocytose mediée par ABCGI.
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Cette conclusion et I'observation d'une forte induction de la phagocytose de
cellules apoptotiques sous agonistes LXR / RXR permet d'envisager une
éventuelle voie thérapeutique fout a fait intéressante et pouvant passer

éventuellement par ABCGI1.

D'autre part, I'implication d'ABCA1 dans ces processus de phagocytose de
cellules apoptotiques ayant également été démontrée on peut envisager
qu'il puisse exister un systeme de coopération entre ABCA1 et ABCG1 pour
réguler ces mécanismes de phagocytose. Il pourrait donc étre intéressant de
chercher & démontrer une éventuelle coopération. De méme, ABCAI1 et
ABCGI1, connus initialement pour médier l'efflux de cholestérol doivent
probablement étre régulés de maniere tres fine afin de soit favoriser ['efflux
ou la phagocytose selon les conditions environnantes. Il serait donc
inféressant de se pencher sur les diverses voies de régulation de ces

mécanismes de phagocytose et d'efflux.

L'utilisation de macrophages déficients pour ABCG1 nous a aussi permis de
constater que la voie phagocytaire dans laguelle ABCG1 est impliquée ne
passe pas par la voie du récepteur Fcy mais il reste encore beaucoup de
choses O caractériser pour pouvoir comprendre parfaitement le mode
d'action d'ABCG1 dans la phagocytose. Il serait notamment pertinent de
réaliser les expérimentations sur macrophages humains (lignée et culture
primaire). D'autre part, ['utilisation de siRNA ciblant ABCG1 pourrait
également nous permettre d'inhiber de maniere tres efficace ABCG1 et d'en
mesurer I'impact sur la phagocytose.

Enfin il pourrait étre intéressant d'évaluer les profils inflammatoires en termes
d'ARNm de ces macrophages puisque ces étapes de phagocytose jouent

largement sur les états d'inflammations au sein de la Iésion.
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CONCLUSION GENERALE

Ainsi, ces tfravaux ont permis de réellement mieux comprendre le réle majeur

que peut jouer ABCG1 dans le développement de I'athérosclérose.

En effet, nous avons d'abord pu démontrer dans une premiere partie,
l'implication d'ABCGI1 dans la formation de cellules spumeuses et dans
I'athérogenese. Comme nous avons pu l'observer, ABCG1 est impliqué dans
I'efflux de cholestérol lorsque le macrophage n'est pas chargé en cholestérol
indiquant qu’ABCG1 ne permet pas I'élimination du cholestérol en exces
dans les cellules spumeuses. La compréhension de ces mécanismes est
essentielle est ouvre notamment la voie a des perspectives thérapeutiques
tres intéressantes ou 'on pourrait envisager de stimuler I'efflux de cholestérol

dans les macrophages via la voie ABCGI.

Dans une seconde partie, nous avons pu démontrer qUABCGI1 jouait
également un réle dans les processus de phagocytose des cellules
apoptotiques. Ce processus est absolument déterminant puisqu'il va
permettre notamment d'influer sur le profil inflammatoire de la plaque. Ici
aussi nous avons pu mettre en évidence I'implication des agonistes LXR / RXR
qui permettent de stimuler ce processus de phagocytose confirmant l'intérét

thérapeutique que peuvent présenter ABCG1 et les agonistes LXR / RXR.

Ainsi en se resituant dans le contexte plus globale de I'athérogenese on se
rend compte aisément qu'ABCG1 est impliqué dans au moins deux voies
d'évolution de la pathologie. Ce transporteur joue donc un réle déterminant
dans I'évolution de la pathologie et ce méme si l'absence de pathologie liée
a sa mutation comme il en existe pour ABCA1 et la maladie de Tangier aurait

pu en laisser douter.

Sur le plan thérapeutique il serait intéressant d'approfondir l'action des

agonistes PPAR sur ABCG1 dans les mécanismes d'efflux et de phagocytose
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des corps apoptotiques. En effet, ABCG1 étant largement modulé par les
agonistes LXR/RXR, les molécules thérapeutiques activant les récepteurs
PPARs pourraient se révéler étre d'efficaces inducteurs de l'efflux ou de la
phagocytose et donc G terme elles pourraient étre la cible du

développement d'un nouvel axe thérapeutique.

Notre cible étant ABCG1 au sein du macrophage il serait maintenant
vraiment intéressant de pouvoir mettre au point une lignée murine qui serait
mutée pour ABCG1 mais au sein du macrophage exclusivement ce qui nous
permettrait de discriminer in vivo le réle d'ABCG1 macrophagique du rdle

d'ABCG1 dans les autres types cellulaires.

Il pourrait également éfre intéressant d'étudier le réle d'ABCG1 dans d'autres
aspects de l'athérosclérose tels que l'aspect plus inflammatoire notamment
puisqu'il a été démontré que la délétion d'ABCG1 in vivo pouvait moduler le
profil inflammatoire. Et afin d'approfondir sur le plan thérapeutique de l'intérét
d'ABCGI il pourrait étre intéressant de mener des études approfondies sur
limpact des agonistes des récepteurs PPAR chez des macrophages humains

dérivés de monocytes.
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