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RESUME

Contexte: L'inflammation est un facteur clé de la maladie cardiovasculaire athéroscléreuse
(MCAS) et est présente a toutes les phases de la maladie. Il a été démontré que diminuer
I'inflammation en bloquant les voies de signalisation des cytokines pro-inflammatoires diminue
le risque d'accident vasculaire cérébral et d'infarctus du myocarde. En dépit du lien bien établi
entre les lipoprotéines et 1’athérosclérose, I’effet spécifique des lipides sur I’inflammation reste
insuffisamment investigué. Dans cette étude, nous avons étudié spécifiquement I’impact des
lipides des lipoprotéines riches en triglycérides (LRTs) sur I’inflammation, dans le contexte de

I’athérosclérose.

Méthodes: Les LRTs ont été isolées et purifiées a partir d’un pool de plasma provenant de
volontaires sains et des particules d'émulsion (PEs) ont été générées par sonication a partir de
lipides extraits des LRTs. Les LRTs et les PEs ont été caractérisées en termes de taille, de
triglycérides et de teneur en cholestérol. Les cellules macrophagiques THP-1 ont été traitées
avec des PEs, des LRTs et des PEs modifiées par oxydation, vortexées et lipolysées avec la
PLAZ2, et la libération de cytokines pro-inflammatoires (IL-1p et TNF-a) a été détectée grace a
la méthode ELISA.

Résultats: Les PEs ont été synthétisées avec succes par sonication a l'aide d'une sonde
ultrasonique. Les PEs induisent la sécrétion de cytokines par les cellules macrophagiques THP-
1 (n = 4). Les PEs modifiées (PE oxydées, PE vortexées et PE traitées a la PLA2) n’ont pas
augmenté la sécrétion de cytokines par rapport aux cellules traitées avec des PE non modifiées
(n=4).

Conclusion: Nos résultats suggérent que les lipides des LRTs contribuent a I'inflammation. De
ce fait, les LRTs peuvent jouer un rdle crucial dans la pathogenese et la physiopathologie de la
MCAS. Les propriétés inflammatoires des LRTs devraient faire a 1’avenir 1'objet d'études

approfondies dans le but de développer des stratégies préventives et curatives.



ABREVIATIONS
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OBJECTIFS DE L'ETUDE

Ce projet de recherche a été réalisé au sein du laboratoire du Pr. Katariind Orni a I’Institut de
Recherche Wihuri spécialisé en recherche vasculaire, durant le stage de master de science en
neuroscience a I'université d’Helsinki, Finlande, couvrant la période de Octobre 2022 a Avril

2023.

L'objectif général de ce projet fut d’étudier 1'impact des lipoprotéines riches en triglycérides

(LRT) sur l'inflammation, dans le contexte de I'athérosclérose.

Plus précisément, les trois objectifs suivants furent fixés:
e Le développement d'une méthode de synthése de particules d'émulsion (PE) générées a
partir de LRT humains (Chylomicrons, VLDL, IDL).
e [’étude de la libération de marqueurs spécifiques de I’inflammation (IL-1B et TNF-a)
par les macrophages traités avec des LRT.
e L’évaluation de I’effet des lipides sur I’inflammation, plus particuliérement en traitant

les macrophages avec des PE et des PE modifiées.
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1 INTRODUCTION

1.1 L’athérosclérose

1.1.1 Définition

L’athérosclérose est la forme la plus courante de maladie cardiovasculaire et 1'une des
principales causes de maladie coronarienne malgré des ameéliorations majeures au niveau des
traitements. En Occident, 1’athérosclérose est la premiére cause de décés (OMS, 2020). Elle se
caractérise par une accumulation de lipides dans les arteres, une modification de ceux-ci et une

inflammation de la paroi vasculaire!-3.

artéres —— | &
coronaires |

a. b. C.
calibre plaques formation
normal d'athérome d’un thrombus
calibre rétréci  artére obstruée

Fober Magules © 2006

Figure 1 - L’accumulation de lipides dans les artéres coronaires peut aboutir a la formation de
plaques d'athérome, ce qui réduit le calibre de I’artere affectée, et ultimement améne a la

formation d’un thrombus. Sarah Henaux 20131,

L’athérogeneése peut débuter dés I’enfance et évoluer progressivement au cours de la vie, ou la
formation de plaques lipidiques (athérome) sur la paroi interne des arteres provoque leur
épaississement et durcissement. Actuellement, I'athérosclérose touche de plus en plus la jeune
génération par rapport aux décennies précédentes®. Aprés 40 ans, une personne d’apparence en
bonne santé a un risque de développer la maladie de 50%, et le risque continue d'augmenter
avec l'age*. La détection précise et le traitement efficace des plaques instables restent difficiles,
et l'intervention clinique habituelle consiste en une diminution des taux lipidiques sériques par

des moyens diététiques et/ou médicamenteux, comme indiqué dans la directive ACC/AHA de
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2018 qui met I'accent sur la réduction du risque de survenue de maladie cardiovasculaire par la

gestion des lipides'®.

De nombreux types de cellules immunitaires sont impliqués dans la pathogenese de
I'athérosclérose, les macrophages jouant un réle central en tant que source principale
d'effecteurs inflammatoires dans ce processus pathogene. Les influences métaboliques des
lipides sur la fonction des macrophages et la B-oxydation des acides gras ont également attiré

I'attention.

1.1.2 Les maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires affectent le coeur et les vaisseaux sanguins, notamment la
maladie coronarienne ou coronaropathie, la maladie cérébrovasculaire et la maladie artérielle
périphérique. Les maladies cérébrovasculaires font reférence a un groupe d'affections qui
affectent les vaisseaux sanguins et I'apport sanguin au cerveau. Ultimement, elles peuvent
entrainer un accident vasculaire cérébral, genéralement causé par I'athérosclérose ou la plaque
s'accumule dans les artéres ou par les anévrismes qui éclatent. La coronaropathie se caractérise
par I'accumulation de plaque d'athérosclérose dans les artéres coronaires et sa principale

conséquence clinique est un infarctus aigu du myocarde.
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Figure 2 - La maladie cardiovasculaire athérosclérotique, Libby et al. 20192

1.1.3 Les facteurs de risque pour le développement de /’athérosclérose

Controler les facteurs de risque qui conduisent a I’initiation et a la progression de la maladie
cardiovasculaire athérosclérotique, tels que le tabagisme, l'inactivité physique, 1’alimentation
trop riche, I'hypertension artérielle et le diabéte sucré, conduit a la réduction de la morbidité et

de la mortalité liées a l'athérosclérose.
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Figure 3 - Les facteurs de risque cardiovasculaires, Hopitaux Universitaires de Geneve, 2023

e [’hypertension artérielle
L'hypertension artérielle (hypertension) est I'un des facteurs de risque les plus importants pour
le développement de MCV. Si la tension artérielle est trop élevée, elle peut endommager les
vaisseaux sanguins. La pression artérielle idéale est généralement considérée comme comprise
entre 90/60 mmHg et 120/80 mmHg, tandis que I'objectif pour les personnes de plus de 80 ans
est inférieur a 150/90 mmHg. L'hypertension artérielle persistante peut augmenter le risque de
survenue d'un certain nombre de problémes de santé graves et potentiellement mortels, tels que
les maladies cardiaques, les crises cardiaques, les accidents vasculaires cérébraux, I'insuffisance

cardiaque, les anévrismes de I'aorte, pour n'en nommer que quelques-uns.

e Le tabagisme
Le tabagisme constitue également un facteur de risque important. Les substances nocives
contenues dans le tabac peuvent endommager la structure et altérer la fonction des vaisseaux

sanguins.

e Des taux de cholestérol elevé
Le cholestérol est une substance grasse qui circule dans le sang. Des taux de cholestérol

anormalement élevés peuvent favoriser un dépdt graisseux dans les vaisseaux sanguins,
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pouvant engendrer leur rétrécissement et augmenter le risque de développer un caillot sanguin.
Le médecin généraliste utilise le taux de cholestérol ainsi que d'autres facteurs, tels que 1’age,
la tension artérielle et 1’état de santé général du patient pour estimer le risque de développer une
maladie cardiovasculaire. Un score QRISK qui estime la probabilité d’avoir un probléme
cardiaque ou circulatoire au cours des 10 prochaines années peut étre calculé. Ce score permet
d’orienter la prise en charge médicale vers un taux de cholestérol ciblé. Lorsqu’une personne
présente un taux sanguin de cholestérol trop élevé sur deux analyses de sang consécutives, une
prise en charge médicale peut en effet s’avérer nécessaire. Le médecin généraliste décide de
I’opportunité du traitement en fonction de plusieurs parameétres : les taux sanguins de
cholestérol total, LDL et HDL, le taux de triglycérides et 1’existence de facteurs de risque

cardiovasculaire (Vidal 2024).

e Lediabéte
Le diabete correspond a un excés durable de la concentration de glucose dans le sang
(hyperglycémie). Le taux normal de glycémie a jeun se situe entre 0,70 g et 1 g de glucose par
litre de sang. En-dessous de 0,70 g/L, il s’agit d’hypoglycémie. Au-dessus d’1 g/L, on parle
plutot d’hyperglycémie. Le diabete se caractérise pas un taux de glycémie supérieur a 1,26 g/L
(Novo Nordisk, 2021). De nombreuses personnes atteintes de diabéte de type 2 sont également
en surpoids ou obéses, ce qui est aussi un facteur de risque pour le développement de MCV. Il
existe 2 principaux types de diabéte. Le diabéte de type 1 est une maladie auto-immunitaire
avec destruction des cellules B du pancréas, les cellules qui produisent 1’insuline. Dans le
diabete de type 2, la production d’insuline est insuffisante (insulopénie) et/ou les cellules du
corps sont résistantes a 1’action de 1’insuline (insulinorésistance). Le diabéte de type 2 est
beaucoup plus fréquent que le diabéte de type 1, et est provoqué par une perturbation du
métabolisme glucidique. Si elle apparait progressivement et insidieusement, la maladie a des
conséquences trés graves, voire mortelles, a long terme. En France, la prévalence globale du
diabete était estimée a 5% de la population en 2016, le diabete de type 2 (DT2) correspondant
a 90% des cas (Inserm, 2017). L'hyperglycémie qui se développe pendant la grossesse est
nommée diabéte gestationnel. Le plus souvent cette forme de diabéte disparait apres
I'accouchement. Enfin, de nombreuses personnes présentent une glycémie élevée mais
cependant pas assez élevée pour étre diagnostiquées comme diabétiques, on parle dans ce cas

d’hyperglycémie non diabétique, ou prédiabete.
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e L’inactivité
L'exercice est un pilier de la santé a coté du sommeil et de l'alimentation. Il réduit le risque de
mortalité de maniere générale. En particulier, faire de I’exercice est particuliérement bénéfique
pour prévenir le risque de développer une maladie cardiovasculaire et neurodégénérative.
Typiquement, une personne inactive peut souffrir d'hypertension artérielle, d'un taux de
cholestérol élevé, d’une faible masse musculaire et peut étre en surpoids. Faire de I'exercice

régulierement est particulierement important pour le cceur et le systeme circulatoire, a tout age.

e Le surpoids et I’obésité

L’obésité est un probleme de santé publique mondial, dont I’incidence ne cesse d’augmenter.
Selon ’OMS, depuis 1975, le nombre de cas d’obésité a presque triplé a I’échelle planétaire.
L’obésité est associée a de nombreuses comorbidités et a une mortalité élevée. Cette maladie
chronique inflammatoire complexe augmente ainsi le risque de maladies cardiovasculaires, de
diabéte, de troubles musculo-squelettiques, de nombreuses formes de cancers (de I’endomeétre,
du sein, des ovaires, de la prostate, du foie, de la vésicule biliaire, du rein et du colon...). Plus
récemment, des données ont montré que les personnes en situation d’obésité étaient plus sujettes
aux formes graves de Covid-19 (Inserm, 2023). Son impact sur la santé des populations et son
codt économique et social sont donc considérables.

Le surpoids ou l'obésité augmente le risque de développer un diabéte et une hypertension
artérielle, qui sont tous deux des facteurs de risque de MCV. Le risque est accru dans le cas ou
I’indice de masse corporelle (IMC) est de 25 ou plus. L’IMC n’est pas toujours représentatif de
la forme physique, il est donc important de mesurer son tour de taille. D’aprés Ameli, le
surpoids concerne 47% des francais adultes. Les hommes sont plus souvent en surpoids que les

femmes (36,9% contre 23,9%) ; 17 % seraient obéses.

1.1.4 Les traitements

La prise en charge de la dyslipidémie fut la base de la prévention primaire et secondaire de la
maladie athéroscléreuse, avec une réduction de 20 % du risque relatif d'événements
cardiovasculaires majeurs par mmol/L de réduction du cholestérol des lipoprotéines de basse
densité (LDL)*. Cependant, malgré I'optimisation du mode de vie et les stratégies de traitement
médical, des événements cardiovasculaires majeurs surviennent encore dans une proportion

importante de la population. Ceci est communément décrit comme le « risque résiduel ».
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Les traitements médicamenteux hypolipidémiants sont indiqués pour la prévention primaire et
secondaire des événements cardiovasculaires. La prévention primaire inclut les patients
présentant des facteurs de risque mais sans antécédents d’événement cardiovasculaire. La
prévention secondaire inclut les patients ayant des antécédents. Les agents hypolipidémiants
comprennent les statines (premiere intention), I'ézétimibe, les fibrates, I'acide nicotinique, les
séquestrant des acides biliaires et les inhibiteurs de la PCSK9 (nouveau groupe de
médicaments)'®. Ces thérapies se sont avérées efficaces lorsqu'elles sont associées a des

modifications du mode de vie et ceci pour la vie.

S'attaquer aux voies métaboliques et inflammatoires en tant que stratégies thérapeutiques dans
les maladies cardiométaboliques est tres prometteur. L'exemple le plus frappant de cette notion
remonte peut-étre a la découverte d'inhibiteurs spécifiques de I'hydroxymeéthylglutaryl-CoA
(HMG-CoA) réductase : les statines?. Les statines représentent une pierre angulaire de la
thérapie cardiovasculaire, un exemple dans lequel linhibition d'une voie métabolique a
révolutionné la pratique clinique cardiovasculaire. Plus récemment, les effets bénéfiques du
ciblage des voies inflammatoires pour traiter les maladies cardiométaboliques ont émergé avec
les résultats de I'essai CANTOS (Canakinumab Anti-inflammatory Thrombosis Outcome Study)
dans lequel le traitement anti-inflammatoire ciblant l'interleukine-1B a conduit a un taux
significativement plus faible d'événements cardiovasculaires récurrents par rapport au placebo,

indépendamment du profil lipidique*2.

Un tel risque résiduel de développer un événement cardiovasculaire peut refléter des aspects de
I'athérogenese, tels que des voies inflammatoires spécifiques, qui ne sont pas ciblées par les

stratégies de traitement actuelles.

Bien que 1’athérosclérose puisse se développer dans n’importe quelle artére, les artéres
carotides sont les plus toucheées, suivies des arteres périphériques et celles du cceur. Les artéres
coronaires sont un emplacement préfeérentiel pour I'initiation de la maladie, étant donné que les
régions de bifurcation des branches sont des sites anatomiques préférentiels pour la formation
des plaques'®. De plus, la composition de la matrice extracellulaire de ’espace sous-endothélial
au niveau des artéres coronaires favorise le dépét et la rétention des monocytes et des

lipoprotéines. La courbure anatomique, I'épaisseur des vaisseaux, la qualité de la matrice
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extracellulaire et le débit élevé font du cceur 1'endroit prédominant pour l'accumulation de

dépots graisseux’s.

1.2 Formation de la lIésion athéromateuse

L'athérogenése est initiée lorsque des lipoprotéines circulantes contenant I'apolipoprotéine B
(ApoB) pénetrent dans la paroi artérielle. Les lipoprotéines contenant 1’Apo-B comprennent
toutes les lipoprotéines a 1’exception des lipoprotéines de haute densité (HDL). La paroi
artérielle est composée de trois couches : la tunique externe ou adventitia, la tuniqgue moyenne
ou media, et la tunique interne ou intima. La tunique interne est composée de I'endothélium, de
tissu conjonctif et d'une couche basale de tissu élastique également appelée lame élastique
interne qui est située entre I’intima et la medial’. L’endothélium est constitué d’une couche de
cellules endothéliales sur le c6té luminal du vaisseau sanguin et est en contact direct avec le

sang. C'est également la partie la plus externe de I’intima.

Les cellules endothéliales sont connectées par des jonctions adhérentes (adherens junctions),
serrées (tight junctions) et communicantes (gap junctions), formant une structure hautement
dynamique et contr6lée, essentielle au maintien de I'noméostasie vasculaire. Des stimuli locaux
et systémiques peuvent modifier la structure et la fonction de I'endothélium. Par exemple, de
mauvaises habitudes alimentaires et du mode de vie affectent négativement son intégrité,
résultant en son activation et une altération de sa perméabilité. En conséquence, les
lipoprotéines circulantes peuvent entrer en contact avec le c6té luminal des cellules
endothéliales, traverser I’endothélium et s’infiltrer dans 1’espace sous-endothélial ou elles
peuvent finir piégées, ce qui est favorisé par des concentrations anormalement élevées du taux
de lipoprotéines plasmatiques, ainsi que par 1’intégrité de I’endothélium comme il vient d’étre
dit. Les lipoprotéines contenant de I'ApoB en particulier pénetrent l'intima et peuvent interagir
avec la matrice extracellulaire, spécifiquement avec les protéoglycanes, ce qui résulte en leur
rétention et leur accumulation®#°. De plus, la dysfonction endothéliale favorise le recrutement
des cellules inflammatoires dans la paroi, telles que les monocytes qui se différencieront en

macrophages.

Les lipoprotéines piegées sont modifiées in situ par des protéases, des lipases, des agents

oxydants et des enzymes!®202!, Les macrophages résidents absorbent les lipoprotéines
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modifiées par phagocytose ou via des récepteurs scavenger spécifiques (tels que CD36). Les
macrophages résidents et I’endothélium endommagé libérent des cytokines et des chimiokines,
ce qui augmente I’inflammation locale et favorise le recrutement de monocytes circulants au
site inflammatoire. C'est le point de départ de la formation de la lésion athéroscléreuse, c'est-a-
dire l'accumulation d'une plaque lipidique dans un environnement hautement pro-

inflammatoire, dans la paroi de l'artere.

L’inflammation et I’accumulation de lipides entrainent encore plus de modifications, a la
maniére d’un cercle vicieux. De plus, les lipoprotéines modifiées et agrégées présentent une
affinité accrue pour les protéoglycanes, et leur absorption induit la conversion des macrophages
en cellules remplies de lipides ou cellules spumeuses'® qui se trouvent étre les principales
cellules constituant des lésions précoces riches en macrophages (c'est-a-dire les stries
lipidiques)?. Les macrophages apoptotiques et les corps apoptotiques sont efficacement
¢liminés par 1’efférocytose, empéchant la formation et ’accumulation de corps nécrotiques et
entrainant une réponse non inflammatoire. Cependant, au fur et a mesure que la maladie
progresse, l'accumulation continue de lipoprotéines modifiées augmente I'apoptose des
macrophages, ce qui entraine le dysfonctionnement des mécanismes d’efférocytose et
d’autophagie, processus essentiels de recyclages cellulaires normalement régulés. Dans les
Iésions avancées, l'efférocytose défectueuse entraine une nécrose des macrophages

apoptotiques non éliminés ainsi qu’une inflammation non résolue®-2°.

La mort cellulaire est a I’origine de la formation du noyau nécrotique. Bien que I'apoptose ait
été largement étudiée dans le contexte de l'athérosclérose, des découvertes récentes soulignent
I'importance d'autres types de mort cellulaire, notamment la pyroptose?® et la nécroptose 192021,
La nécroptose est un type de nécrose cellulaire programmée qui implique I’activation des
récepteurs de mort par des ligands. Il a été récemment identifié comme l'un des principaux
contributeurs a la formation du noyau nécrotique %2021 | La formation d’un noyau nécrotique
exacerbe I'inflammation, maintient la progression de la Iésion et influence la stabilité¢ de la

plaque.

L'architecture de la plague est telle qu'un noyau nécrotique riche en lipides est recouvert d'une
chape fibreuse. Finalement, la croissance du noyau provoque le rétrécissement de la lumiere
artérielle au point ou le flux sanguin en devient altéré. La stabilité de la plaque dépend

notamment de 1’épaisseur de la chape fibreuse. Une chape fibreuse mince est sujette a la rupture.
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La rupture de la plaque est 1’élément qui compromet le pronostic vital du patient car il expose
le contenu de la plaque hautement pro-coagulant a la circulation, ce qui génére un thrombus qui
peut atteindre une artére coronaire, ou il peut obstruer complétement la circulation sanguine,
provoquant un infarctus du myocarde. Aussi, le thrombus peut disséminer dans la circulation et

atteindre, par exemple, le cerveau ou il pourrait provoquer un accident vasculaire cérébral?.

1.3 Les lipoprotéines

Les lipoprotéines sont des complexes sphériques constitués de protéines et de lipides qui
transportent les lipides alimentaires et lipides endogéenes dans la circulation. Leur objectif
principal est de fournir des lipides aux tissus périphériques pour la production d'énergie et pour
répondre aux besoins cellulaires en cholestérol. Aprées un repas, les triglycérides alimentaires
(TG) sont hydrolysés en glycérol et en acides gras (AG) dans I’intestin gréle, pour étre convertis
a nouveau en TG dans I’entérocyte et assemblés pour former des chylomicrons. Les
chylomicrons sont les lipoprotéines les plus grandes (75 a 600 nm) et les moins denses®. Ils
quittent I’intestin gréle et entrent dans la circulation sanguine par les vaisseaux lymphatiques,
pour délivrer des TG exogenes aux tissus périphériques. Dans la circulation, les chylomicrons
sont métabolisés en remnants de chylomicrons, puis se dirigent vers le foie ou ils contribuent a
la synthese des lipoprotéines de tres basse densité (VLDL). Les VLDL sont générées en
permanence par le foie pour transporter les triglycérides endogenes dans la circulation, et sont

plus petits que les chylomicrons, avec un diametre moyen de 30 a 90 nm3.,

Surface Monolayer of
Phospholipids and
Free Cholesterol

Apolipoprotein X

Hydrophobic Core
of Triglyceride and
Cholesteryl Esters

Figure 4 — Structure d’une lipoprotéine CL, VLDL, IDL ou LDL, Introduction to lipids and
proteins Kenneth R. Feingold 20243



26

La lipoprotéine lipase (LPL) est une enzyme clé dans le métabolisme des TG. La LPL se trouve
a la surface des cellules endothéliales, du c6té luminal du vaisseau, et remodéle le coeeur des
chylomicrons en convertissant un TG en monoacylglyceérol et deux AG. Elle est exprimée dans
le cceur, les muscles et le tissu adipeux, mais pas dans le foie. Les AG libérés peuvent étre
transférés aux cellules cardiaques ou squelettiques qui se trouvent a proximité pour produire de
I'adénosine triphosphate (ATP), ou stockés dans le tissu adipeux®. Les chylomicrons et les
VLDL sont métabolisés par la LPL dans la circulation et leur conversion progressive produit

des remnants de plus en plus petits et de plus en plus denses.

La transformation des VLDL conduit a la formation de lipoprotéines de densité intermédiaire
(IDL) et de lipoprotéines de basse densité (LDL), qui sont tres petites et denses, contenant
principalement du cholestérol estérifié en leur centre. Les lipoprotéines de haute densité (HDL)
sont sécrétées a la fois par I’intestin et le foie et sont récupérées par le foie. Le transport du
cholestérol des tissus périphériques vers le foie est qualifié de transport inverse du cholestérol

(ou RCT). Les HDL subissent également des transformations dans la circulation®?,

Les lipoprotéines contenant de I’apoB sont athérogenes et associées a un risque accru de MCV.
Les particules de LDL sont le principal vecteur de cholestérol chez 'nomme et leur réle dans la
MCAS est généralement bien établi. En effet, des recherches approfondies ont montré que le
cholestérol LDL en est un facteur de risque causal et modifiable?®?’. La particule LDL est
considérée comme la plus nocive car c’est la lipoprotéine la plus représentée dans le sang a

jeun, et elle a une demi-vie longue par rapport aux autres lipoprotéines contenant 1’ ApoB.
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Figure 5 — Les différentes classes de lipoprotéines, Introduction to lipids and proteins
Kenneth R. Feingold 20243

1.4 Les LRT sont les principaux transporteurs de triglycérides dans la

circulation.

En plus des LDL, il est de plus en plus reconnu que les lipoprotéines riches en triglycérides
(LRTs) contribuent a l'athérosclérose®®. Les LRTs forment une classe hétérogéne de
lipoprotéines et sont définies en fonction de leur taille, de leur densité, et de maniére encore
plus spécifique, de leur proteome. Les LRTs sont les chylomicrons, VLDL, IDL et leurs

remnants, ¢’est-a-dire toutes les lipoprotéines a I’exception des LDL et des HDL.

Les triglycérides sont I’association de trois acides gras avec une molécule d’acyl glycérol,
stockés principalement dans le tissu adipeux, ou transportés dans la circulation par les LRTSs.

Les LRTs sont riches en triglycérides par rapport aux LDL et aux HDL.

Alors que les chylomicrons sont produits apres un repas, les VLDL sont également sécrétés
pendant le jelne, mais 1’organisme étant dans un état postprandial la plupart du temps, une
quantité relativement élevée de LRT circule constamment dans le corps. L’habitude de

grignoter provoque certainement une augmentation constante des niveaux de chylomicrons et
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de VLDL. Les TRL, y compris les remnants de chylomicrons, peuvent pénétrer dans l'intima et

étre absorbés par les macrophages vasculaires.®’

L’obésité et la résistance a I’insuline sont aujourd’hui trés courantes comme indiqué
précédemment. En cas d'obésité, les niveaux d'acides gras non estérifiés circulants (AGNE),
également appelés acides gras libres (AGL), sont augmentés®3°. Chez les patients souffrant
d’obésité et en particulier de résistance a I’insuline, les VLDL sont sur-sécrétés et éliminés plus
lentement que chez les personnes sensibles a 1’insuline. De plus, une lipolyse inefficace des

LRTs observée dans I'obésité et le syndrome métabolique augmente leur durée de circulation“°,

Considérer un taux élevé de TG circulants comme facteur causal de MCAS est controverse mais
des études épidémiologiques et génétiques ont montré que les TG et LRT entrainent un risque
supplémentaire de MCAS défini par le terme “risque cardiovasculaire résiduel®*243, Des taux
sériques élevés de TG augmentent le risque cardiovasculaire lorsque d'autres facteurs comme
le LDL-C sont contr6lés de maniére optimale, et 1’association d'un taux élevé de LDL-C et de

TG constitue un risque particulierement élevé de développer une maladie coronarienne*.

A ce jour, les mécanismes liés & ’accumulation de lipides et & 1’inflammation induites par les
LRT ne sont pas clairs. Le role potentiel des constituants lipidiques des TRL est
particulierement intéressant. Plusieurs modeles d'étude renforcent I'hypotheése selon laquelle les
LRT sont un facteur de risque causal de l'athérosclérose en raison de leur action pro-
inflammatoire®>. Comme les LRT sont de grande taille, ils transportent beaucoup de cholestérol,
appelé cholestérol résiduel, qui est lui-méme un facteur de risque pour I’initiation et la
progression de la MCAS. De plus, les LRT transportent beaucoup de TG, et méme si I’athérome
est composé de cholestérol, la lipolyse des remnants piégés peut contribuer fortement a
I’inflammation. En effet, les AGNE sont toxiques pour la cellule et induisent la production de
médiateurs inflammatoires*®8. L'une des principales caractéristiques des LRTs est qu'ils n'ont
pas besoin d'étre préalablement modifiés pour étre absorbés par les macrophages, contrairement
aux LDL??>%, Dans I’ensemble, ces résultats signifient que les LRT ou remnants peuvent

contribuer grandement a I’inflammation.
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1.5 Inflammation et athérosclérose

En 1999, Russell Ross a proposé le concept d'athérosclérose en tant que réaction inflammatoire
chronique aprés avoir observé une infiltration de monocytes circulants dans une strie
lipidique*®. L’inflammation est un facteur clé de I’athérosclérose et est présente a toutes les

phases. Les plaques inflammatoires sont particulierement instables®.

Les monocytes sont recrutés sur le site inflammatoire pour I’élimination des lipides et des
lipoprotéines modifiées, attirés par les cytokines et les chimiokines libérées par 1’endothélium
endommagé et par les cellules intimales telles que les macrophages. Au site de la lésion, les
monocytes se différencient en macrophages aux propriétés pro-inflammatoires au sein de

I'intima artérielle, amplifiant ainsi localement la réponse inflammatoire.

Les macrophages sont des cellules immunitaires innées specialisées dans la détection, la
phagocytose et la neutralisation d’agents pathogénes nocifs. L'impact des macrophages sur le
développement de I’athérosclérose est étroitement associé a leur polarisation et aux phénotypes
qui en résultent. Généralement, les macrophages sont classés soit comme le phénotype M1
activé classiquement et ayant des propriétés pro-inflammatoires, soit comme le phénotype M2
anti-inflammatoire. Alors que les macrophages M1 sont activés par I’interféron y (IFN-vy),
I'interleukine-1p (IL-1p) et les lipopolysaccharides (LPS), les macrophages M2 sont induits par
I'lL-4 et I'IL-13. Récemment, la pertinence du métabolisme intracellulaire dans la gouvernance
de la fonctionnalité des macrophages a attiré une attention particuliére. Alors que la glycolyse
est considérée comme jouant un role crucial dans I’activation des macrophages M1, I'oxydation

des acides gras est considérée comme nécessaire a I’activation des macrophages M2.
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Figure 6 - L'implication du métabolisme intracellulaire dans la régulation de la capacité des

macrophages. Sujun Xiao et al. 2024*

Les macrophages peuvent sécréter des cytokines qui régulent I’inflammation. Les macrophages
peuvent absorber les lipides et les stocker dans des gouttelettes lipidiques. Il est établi que
I'absorption des LDL est médiée par un groupe de récepteurs scavengers structurellement non
apparentés*! également appelés récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR

pour pattern recognition receptor), apres qu'ils aient été oxydés®..

On sait peu de choses sur la fagon dont les macrophages absorbent et transforment les LRT.
Contrairement aux LDL, les LRT natifs (non modifiés) peuvent étre absorbés par les
macrophages. Il a été récemment étudié et démontré que leur absorption dépend de la LPL®?, et
leur internalisation par les macrophages est réalisée par I'endocytose cavéole-dépendante. Il a
également été démontré que les TG sont hydrolysés dans le lysosome et excrétes sous forme

d’AG®3. On ne sait pas grand-chose d’autre.

L’effet des LRT natifs et modifiés sur I’inflammation n’est pas clair. Cependant, on sait que la
LPL est exprimée dans les cellules spumeuses et dans les macrophages au niveau de
I'athérome*. Plus important encore, I'expression de la LPL dans les macrophages peut favoriser

la formation de cellules spumeuses a partir des LRT>*.

Des quatre stades de la physiopathologie de I'athérosclérose, comprenant le dysfonctionnement

endothélial suivi d'un dép6t de lipoprotéines, la formation de cellules spumeuses, la
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prolifération et la migration des cellules inflammatoires, la réponse inflammatoire semble avoir
le réle le plus important. Elle est impliquée a la fois dans l'initiation et la progression de
I'athérogenese. Apres que la dyslipidémie soit apparue comme un facteur de risque majeur
d'athérosclérose pouvant conduire & des MCV, dautres recherches ont prouvé que les
événements cardiovasculaires liés a I'athérosclérose ne dépendent pas entiérement des taux de
lipides plasmatiques, ce qui a entrainé I'émergence de facteurs de risque supplémentaires sous-
jacents au développement de I'athérosclérose. Depuis les premiers rapports sur la théorie
inflammatoire de l'athérosclérose en 1999%° jusqu’a aujourd’hui, la recherche est axée sur
I’inflammation systémique considérée comme facteur de risque basé sur la relation bien établie
entre l'augmentation des événements CV et les marqueurs pro-inflammatoires, tels que IL-6 et

la protéine C-réactive a haute sensibilité (hsCRP).

Les macrophages activés produisent principalement des cytokines pro-inflammatoires. Les
remnants de VLDL modifiées par la LPL présentent une expression accrue de TNF-a et d'TL-
1B par rapport aux VLDL natifs®®. Le TNF-a et I'IL-1B sont des molécules pro-inflammatoires
et des marqueurs d’activation cellulaire qui sont associés a ’athérosclérose®®®’, La réduction
de l'inflammation au niveau de la lésion athéroscléreuse peut offrir des possibilités
d'intervention clinique dans la prévention et le traitement de 'ASCVD, comme I'a montré I'essai
clinique CANTOS (Novartis, 2011-2019)*3. 1l est intéressant de noter que la susceptibilité a
I'agrégation des LDL, augmentée par des modifications, est liée a de futurs accidents

cardiovasculaires chez les patients atteints d'athérosclérose®5°.

Compte tenu de la complexité physiopathologique et des modeles épigénétiques de
I'athérosclérose et de la découverte de nouvelles molécules impliquées, le développement de
nouvelles stratégies thérapeutiques de I'athérosclérose fait I’objet de nombreuses études. Ainsi,
la communauteé scientifique étudie actuellement le role de I'inflammasome de la famille des
récepteurs de la famille des domaines de la pyrine contenant 3 (NLRP3), un composant crucial
du systéeme immunitaire inné dans différents troubles inflammatoires. NLRP3 est activé par des
facteurs distincts et de nombreux événements cellulaires et moléculaires qui déclenchent
I'assemblage de I'inflammasome NLRP3 avec le clivage ultérieur des voies pro-interleukine
(IL)-1p et pro-IL-18 via l'activation de la caspase-1, provoquant un dysfonctionnement

endothélial, la promotion du stress oxydatif et le processus inflammatoire de I'athérosclérose.
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Un nombre grandissant de preuves voit le jour selon lesquelles les modéles moléculaires
associés aux dommages (DAMP), I'hyperglycémie et I'hyperlipidémie sont associés a
l'apparition accélérée de l'athérosclérose via I’inflammasome NLRP3. 11 a également été établi
que l'inflammasome NLRP3 associe a I'activation de I'lL-1p et de I'TL-18 amplifie les Iésions
des cellules endothéliales vasculaires, I'adhésion et l'infiltration des monocytes, la prolifération

des cellules musculaires lisses vasculaires et favorise la vulnérabilité de la plaque®.
Le role de I'inflammation dans I'athérosclérose est actuellement largement exploré et ouvre de

nouvelles perspectives thérapeutiques dans 1’athérosclérose, notamment pour controler le

risque résiduel®.
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Figure 7 - L’inflammasome NLRP3 joue un r6le important dans 1’athérosclérose. Silvis et al.

2020°.

Les lipoprotéines piégées dans I’intima subissent des modifications par une variété d’agents
oxydants et d’enzymes. Les cellules locales sécretent des protéases et des lipases qui modifient
la structure des lipoprotéines en induisant leur agrégation, fusion et rétention dans la paroi
artérielle®182160 | es lipoprotéines modifiées contribuent grandement a I'inflammation de la

paroi artérielle au cours de I'athérogenése??. Les lésions athéroscléreuses contiennent des LDL
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modifiés qui présentent des signes avancés d'oxydation, lipolyse et de protéolyse et ces LDL

sont souvent agrégés?.

On en sait trés peu sur I’importance des modifications des LRT dans le développement et la
progression de la MCAS. Plus précisément, leurs effets pro-inflammatoires peuvent étre
particulierement pertinents dans le contexte de I’apparition et de la progression progressive de

la maladie.
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Figure 8 - Les lipoprotéines riches en triglycérides s'accumulent dans la paroi artérielle
et induisent de ’inflammation, ce qui contribue a I'apparition et a la progression de la
maladie cardiovasculaire athéroscléreuse. BMI indique l'indice de masse corporelle (body
mass index) ; CL, chylomicron ; FFA, acide gras libre (free fatty acid) ; IDL, lipoprotéine de
densité intermédiaire (intermediate-density lipoprotein) ; LPL, lipase lipoprotéine ; LDL,
lipoprotéines de basse densité (low-density lipoprotein); TRL, lipoprotéine riche en
triglycérides (triglycerid-rich lipoprotein) ; et VLDL, lipoprotéine de tres basse densité (very

low-density lipoprotein). Créé avec BioRender.com, adapté de Nordestgaard (2016)%.
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2 MATERIELS ET METHODES

2.1 Isolement et purification des LRT

Les chylomicrons humains, les VLDL (d = < 1,006 g/mL) et les IDL (d = 1,006-1,019 g/mL)
ont été isolés a partir de plasma poolé de volontaires sains provenant du service du sang de la
Croix-Rouge finlandaise, Helsinki, Finlande) par ultracentrifugation a densité de flottaison °
(rotor a angle fixe de type 50,2 Ti, 50 000 tr/min, 302 000 x g, 12 x 39 mL, Beckman Coulter
Optima L-70, USA) pendant 22 h, a une vitesse de 40 000 tr/min et a 4 °C en présence de 3
mmol/L d'EDTAS%62 100 ug/mL de Gentamicine et de KBr. Aprés I’isolement, les LRT ont été
dialysés a I’aide d’une membrane semi-perméable (12-14 kDa) et de grands volumes de PBS
de basse température ont été fréquemment modifiés, pour étre en accord avec la loi de diffusion
de Fick. Les LRT ont ensuite été concentrées par centrifugation (80 min, 2700 x g, 8 °C) dans
des unités de filtration centrifuges (Amicon® Ultra-15, Sigma-Aldrich, Allemagne) et purifiées

par filtration stérile (filtre seringue Minisart® 0,22 um, Sartorius Stedim).

2.2 Quantification des lipoprotéines

Les quantités de LRT ont été exprimeées en termes de concentrations en protéines, déterminées
par la méthode de Lowry et al. a ’aide du kit de dosage des protéines PierceTM BCA (Thermo
Fisher Scientific, Etats-Unis).

2.3 Synthése de particules d’émulsion

Dans un premier temps, des lipides ont été extraits des LRT isolées, séchés et remis en
suspension dans le solvant approprié. Dans un second temps, des particules d’émulsion (PE)

ont été synthétisées par sonication.
2.3.1 Extraction des lipides

Les lipides ont été extraits dans des tubes KIMAX (DWK Life Sciences, USA) a partir de LRT
isolées a l'aide du procédé d'extraction de Folch mis au point en 1957 et toujours utilisé®. Le
systeme de solvant traditionnel est biphasique avec un rapport 2 :1 Chloroforme/Méthanol

(v/v). Nous avons utilisé un systéme de solvant Iégerement différent, composé d'un mélange de
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chloroforme/méthanol/0,88% de KCI dans de I'eau et dans un rapport volumétrique de 8 :4 :3
(v/vIv). Les lipides ont été extraits a partir de 13 mL de LRTS. Pour 1000 pL d’échantillon,
1250 pL de chloroforme et 1250 pL. de méthanol ont été ajoutés, vortexés, gardés dans de la
glace pendant 15 minutes et centrifugés pendant 5 minutes a une vitesse de 1700 x g, a
température ambiante. Le surnageant a été recueilli dans un tube KIMAX propre. Ensuite, 1250
uL de chloroforme et 1250 pL. de KCI dilué a 0,88% dans de ’eau ont été ajoutés, vortexés et
centrifugés dans les mémes conditions que celles décrites précédemment. Sous la phase aqueuse
se trouve la phase organique contenant les lipides. La phase organique est recueillie a 1’aide
d’une pipette Pasteur en verre sans perturber I’interface biphasique. La phase lipidique
recueillie a été séchée a 1’aide d’azote gazeux. L’utilisation de gaz inertes tels que ’azote
protege les composés lipidiques de ’oxydation. Enfin, les lipides purs séchés ont été
reconstitués dans 13 mL de PBS (+/+) (reconstitution en 1 mL pour 1 mL d’échantillon a
extraire). La verrerie a été lavée méticuleusement avec de 1’éthanol 1 :1 d’abord, du méthanol

ensuite, et enfin soniquée a I’aide d’un bain a ultrasons.
2.3.2 Emulsification par sonication

Les PE ont été créés a partir d’extraits lipidiques purs remis en suspension dans du PBS (+/+)
a I’aide d’une sonde a ultrasons (sonificateur Branson 250). Les lipides (13 mL) ont été
soniquées dans un tube d’Eppendorf de 50 mL pendant 6 cycles de sonication continue de 5
min (controle de sortie 3, facteur de marche de 40 %). Pendant les rondes de sonication, le tube
a été maintenu dans un bain d’eau pure et stérile chauffé a 40 °C. La durée totale de sonication
fut de 30 min. Entre chaque tour, 1’échantillon a été retiré du bain-marie pour faire descendre
sa température, pendant environ 3 min, ou mis sur de la glace si la température dépassait 60 °C
environ. Aprés sonication, les PE synthétisées ont été concentrées par centrifugation pendant

80 min, a 2700 x g et a 8 °C, permettant 1’obtention de 2mL de PE concentrées.
2.3.3 Extrusion

Le Mini-Extruder (Avanti(R) Polar lipids, USA) pour la préparation des liposomes a été utilisé
comme premiere tentative de création de PE. Les lipides remis en suspension ont été réchauffés
dans un bain-marie pendant 30 min avant 1’utilisation de I’extrudeuse. Le bloc chauffant a été
réglé a plusieurs températures différentes, car la température optimale pour la synthése des EP
était inconnue. L’une des deux seringues était chargée avec les lipides extraits. L’autre seringue

vide était insérée de 1’autre coté de I’extrudeuse. L’échantillon a été passé a travers la membrane
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5 fois minimum. Au fur et a mesure que les particules se formaient, 1’échantillon devenait de

plus en plus limpide.

2.4 Caractérisation des LRT et des PE

241 Taille

La taille des nanoparticules (LRT, LRT modifiées, PE et PE modifiées) a été mesurée a 1’aide
de I’instrument « Zetasizer Nano » (Malvern(R) Instruments, UK) qui permet de déterminer la
taille des particules par spectrométrie de corrélation de photons, également appelée diffusion
dynamique de la lumiére. Des cuvettes en polystyréne a usage unique ont été remplies de 40 puL

d’échantillon. L’appareil a effectué 3 mesures répétées a 20 °C.
2.4.2 Lipides: triglycérides et cholestérol

La détermination quantitative des lipides a consisté en la mesure de la teneur en cholestérol et
en triglycérides et a été réalisée a I’aide de kits disponibles dans le commerce de Thermo
Scientific (Vantaa, Finlande, 981812 de référence et 981301, respectivement). L’étalon utilisé
pour le dosage du cholestérol était le calibreur de cholestérol HDL/LDL 4,835 mmol/L
(référence DZ130A-S1V) des laboratoires Diazyme. L’étalon utilisé pour le dosage TG était le
calibreur de glycérol Precimat 2,29 mmol/L ou 21 mg/dL (référence 10166588 lot 694 996-01)
de Roche.

2.5 Culture cellulaire

Les cellules THP-1 ont été cultivées sous forme de monocytes, état dans lequel ils étaient en
suspension (cellules non adhérentes), dans des flasques de culture cellulaire T75. Les cellules
ont été mises en culture a une densité de 300 000 cellules/mL et jusqu’a 800 000 a 1 million de
cellules/mL. La moitié du milieu de culture a été changée toutes les 48 heures, et seulement une
fois par semaine, les cellules ont été¢ centrifugées, 1’ancien milieu retiré et remplacé par un
nouveau milieu de croissance. Les cellules ont été maintenues dans un milieu de croissance
RPMI complété par du FBS (10 %), 100 U/mL de pénicilline, 100 pg/mL de streptomycine, 2
mM de Glutamax (L-Glut) et 25 mM de HEPES dans une atmosphére humidifiée a 5 % de CO2
a 37 °C.
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2.6 Modifications des LRT et des PE

2.6.1 Modification 1: Lipolyse avec la phospholipase A2 (PLA2)

935 uL de TRL (1 mg/mL de protéines, 2,56 mmol/L de TG, 1,17 mmol/L de cholestérol) et de
935 uL de PE (2,52 mmol/L de TG, 0,59 mmol/L de cholestérol) ont été incubés a 37 °C pendant
30 min avec 25 pL de billes activées par le NHS (N-hydroxysuccinimide) couplées au PLA2
stockées dans du PBS +/+, en présence de 0,04 % d’albumine sérique bovine sans acide gras.
Le mélange réactionnel tournait a un rythme tres lent pendant I’incubation. Les échantillons ont
ensuite été centrifugés et les surnageants ont été collectés et filtrés de maniere aseptique. Le
degré de lipolyse induit par la modification avec la phospholipase A2 (PLAZ2) a été déterminé
en mesurant la libération d'acides gras a I'aide du kit de dosage AGNE (Diagnostic Systems ref
15780 99 10 065 kit lot 60140159).

2.6.2 Modification 2: Oxydation

Les LRT (1 mg/L de protéines, 2,56 mmol/L de TG, 1,17 mmol/L de cholestérol) et PE (2,52
mmol/L de TG, 0,59 mmol/L de cholestérol) ont été oxydées par addition de sulfate de cuivre
(5 uM) a 37 °C%. L’oxydation a été terminée par I’ajout d’EDTA (50 pM). Le dosage de la
substance réactive de 1’acide thiobarbiturique (TBARS) a ét¢ utilis€ pour mesurer la
peroxydation lipidique. Ce contréle qualité détecte le niveau de malondialdéhyde (MDA), le

principal produit d’oxydation des lipides, ainsi que certains composés mineurs apparentés.
2.6.3 Modification 3 : Mélange au vortex

Les LRT ont été mélangé au vortex a pleine vitesse pendant 30 secondes.

2.7 Traitements cellulaires

Les expériences in vitro ont éte réalisées sur des cellules THP-1 différenciées en macrophages.
Les cellules THP-1 a I’état monocytaire ont été ensemencées a 300 000 cellules par mL dans
des plaques de 24 puits en duplicata. La différenciation du monocyte au macrophage a été
induite par 1’ajout de 100 nM de phorbol 12-myristate-13-acétate (PMA) (Calbiochem cat n°
524400-1MG, Billerica, MA USA) au milieu de croissance pendant 48 h, suivi d’un jour de

repos dans un milieu de culture frais pendant 24 h (temps total de différenciation 72 h). Les
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macrophages ont été incubés a 37 °C avec un traitement pendant 3h ou 18h. Ensuite, les cellules

et les surnageants ont été prélevés séparément a des fins d’analyse.

Des traitements d’un volume de 50 puL ont été préparés dans du PBS (+/+) et ajoutés a un milieu
de culture sans sérum pour un volume total par puits de 500 pL. Les cellules ont donc été placées
dans un milieu de culture sans sérum (contréle négatif) [1] avec I'ajout de BSA sans AGL (0,004
%) [2]; EDTA (5 uM) [3]; LRT (0,26 mmol/L TG) [4] ; PE (0.25 mmol/L TG) [5] ; OX-LRT
(0,26 mmol/L TG) [6] ; Ox-PE (0,25 mmol/L TG) [7] ; VX-LRT (0,26 mmol/L TG) [8] ; Vx-
PE (0,25 mmol/L TG) [9] ; PLA2-LRT (0,24 mmol/L TG) [10] ; et PLA2-PE (0,24 mmol/L
TG) [11].

2.8 Viabilité cellulaire

La toxicité cellulaire a été évaluée en mesurant I'activité de la lactate déshydrogénase (LDH)
dans le surnageant libérée par les cellules endommagées, mortes ou lysées, a l'aide d'un kit
disponible dans le commerce (Roche Diagnostics). Pour chaque échantillon, 50 ulL de
surnageant ont été prélevés a la fin du temps d’incubation et mélangés a 50 uLL de mélange
réactionnel (colorant : catalyseur = 45 : 1) sur une plaque a 96 puits, et exécutés en double. Le
contrle négatif (cytotoxicité la plus faible) consistait en un milieu de croissance frais sans
sérum. Le contrdle positif (cytotoxicité la plus élevée) a été obtenu en ajoutant a un puits
contenant des cellules non traitées 500 uL de milieu de croissance sans sérum contenant 1% de
triton. L absorbance a été mesurée a 490 nm aprés incubation dans I’obscurité, jusqu’a ce que

le contréle positif devienne rouge foncé. La cytotoxicité fut inférieure a 15%.

2.9 ELISA indirect

Des surnageants acellulaires ont été collectés pour quantifier la présence de marqueurs de
I'inflammation (IL-1p et TNF-a) libérés par les cellules THP-1, a l'aide d’un kit ELISA IL-1P
et TNF-a murins/humains suivant les instructions du fabricant (DuoSet(R) ELISA de R&D
Systems, Inc). Les échantillons et 1’étalon ont été testés en duplicata et les concentrations réelles
ont été estimées sur la base d'une courbe standard aux concentrations connues d'IL-1p et de
TNF-a.



39

2.10 Analyse statistique

Les données sont présentées sous forme de moyenne + écart-type. Les données ont été analysées
par le test t de Student bilatéral non apparié€ pour les comparaisons a deux groupes et ’ANOVA
a un facteur pour la comparaison de plusieurs groupes avec les tests de comparaisons multiples
de Dunnett a I’aide de GraphPad, Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA).
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3 RESULTATS

3.1 Synthese des PE par sonication géenereées a partir de LRT humains

L’objectif principal de ce projet fut d’étudier I’effet des lipides de type LRT sur I’inflammation
dans le contexte de 1’athérosclérose. On ne sait pas si I’action pro-inflammatoire des LRT est
causée principalement ou uniquement par leurs composants lipidiques. Pour investiguer cette
question, nous avons décidé d’utiliser des PE générées a partir des LRT humains. Elles
représentent un modéle de nanoparticules humaines de type LRT, contenant uniquement des
lipides provenant des LRT. La synthése de PE a partir d'extraits lipidiques de LDL avait déja
été réalisée®. Néanmoins, 4 notre connaissance, la fabrication de PE a partir d’extraits

lipidiques de LRT n’avait jamais été réalisée auparavant.

La premiére tentative de synthése des PE fut réalisée a I’aide de la technique d’extrusion qui
utilise la mini-extrudeuse (Avanti(R) Polar lipids, Etats-Unis) pour la préparation des
liposomes. Le principal avantage de I’utilisation de cet appareil était I’obtention de PE de taille
tres homogeéne. Cependant, il n’a été possible d’obtenir qu’1 mL de PE par manipulation et
I’appareil fuyait fréquemment, ce qui entrainait souvent la perte du produit final. Nous avons

donc décidé d’effectuer la synthése par sonication.

La sonication fait référence au processus d’application de 1’énergie sonore pour agiter des
particules ou des fibres discontinues dans un liquide (Composites de carbone, deuxiéme édition,
2017). La stabilité des nano-fluides préparés dépend grandement du temps de sonication, et le
temps nécessaire pour soniquer a I’aide d’un bain est beaucoup plus long qu’en utilisant un
sonicateur (Brooker et al., 2008). Nous avons donc décidé de créer des PE a I’aide d’une sonde
de sonication, dans I’optique de garantir un temps de sonication court afin d’augmenter la
qualité du produit final, c’est a dire éviter une dégradation du produit final résultant en la

création de populations hétérogenes de PE, ainsi qu’une perte de volume final par évaporation.

Différents temps de sonication ont été testés afin d’obtenir la taille voulue, ¢’est-a-dire une taille
aussi proche que possible des LRT parents a partir desquels les lipides ont été extraits, afin
d’éviter que la taille ne soit un facteur de confusion. Différentes conditions ont été testées pour

optimiser la méthode. Nous avons constaté que le moyen le plus efficace en termes de qualité
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¢tait de conserver 1’échantillon dans un bain chaud (environ 40 °C) pendant la sonication et de

le laisser refroidir pendant environ 3 min entre chaque tour de 5 min.

Nous avons monitoré la taille des PE a 1’aide de la diffusion dynamique de la lumiére avec
I’instrument Zetasizer Nano. Rapidement, il a été déterminé que la premiére mesure devait étre
effectuée aprés 15 min de temps de sonication. Avant 15 min, 1’échantillon ne répondait pas
aux critéres de qualité, c’est-a-dire qu’il contenait des populations de particules trés
hétérogénes. Aprés 15 min de sonication (3 x 5 min), une mesure toutes les 5 minutes de
sonication a été prise, donc c’est-a-dire a 20, 25 et 30 minutes de sonication. Comme le montre
la figure 9, la taille des PE diminue linéairement avec le temps de sonication. Cependant, au-
dela de 30 minutes de sonication, I’évaporation de I’échantillon fut trop importante et la taille
des nanoparticules resta stable. De plus, les particules présentaient une taille uniforme de 172

nm.

Aprés 15 min de sonication, on pouvait observer deux pics que 1’on pensait étre des PE (largeur
de pic a mi-hauteur 170,2, intensité 93,8 %) et de tres grosses particules (largeur de pic a mi-
hauteur 1132, intensité 6,2 %). Aprés 30 min de sonication, les PE étaient de taille plus
homogeéne (largeur de pic a mi-hauteur 101,9, intensité 94,5 %), tandis que les particules de tres
grosse taille avaient évolué en deux groupes de grosses particules, de taille plus uniforme,
représentés par deux pics (largeur de pic a mi-hauteur 654,8, intensité 3,4 % et largeur de pic a
mi-hauteur 853,5, intensité 2,1 %). Avec le temps de sonication, les particules sont devenues
plus petites et plus homogénes comme le montrait les pics obtenus a la fin qui se caractérisaient

par une largeur de pic réduite et une intensité plus élevée (données non montrées).
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Figure 9 — Synthése de particules d'émulsion par sonication a partir d'extrait lipidique de
LRT. Les lipides ont été extraits a partir des LRT par la procédure d'extraction de Folch, séchés
et reconstitués dans du PBS (+/+) pour étre soniqués pendant 30 min (6 x 5 min). La taille a été
mesurée a 15 min (215 nm), 20 min (200 nm), 25 min (185 nm) et 30 min (172 nm) de
sonication. Données représentatives d'une expérience. Veuillez noter que les axes ne

commencent pas a zero.

La distribution granulométrique des LRT et des PE est illustrée a la figure 10. Leur taille
moyenne était respectivement de 91 nm et 170 nm. La population des PE est plus hétérogene
que celle de ses parents LRT, comme on peut le voir avec leur largeur de pic légérement plus
grande. De plus, on peut remarquer la présence de tres grosses particules dans le mélange des
PE representée par des pics de trés faible intensité sur le coté droit de la figure 10.B. Ces trés
grosses particules sont probablement des nanoparticules lipidiques qui n’ont pas subi de

sonication. Cependant, leur proportion est trés faible.

Lorsque le volume a soniquer était inférieur a 4 mL, I’échantillon surchauffait et s’évaporait. Il
¢tait également important de centrifuger les échantillons apres la synthese afin d’éliminer toutes
impuretés métalliques qui auraient pu étre libérées par la sonde. La sonde a été nettoyée avant

et aprés chaque utilisation.
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L’une des principales limites de cette méthode de fabrication des PE a partir de LRT fut
I’obtention d’une quantité suffisante d’extrait lipidique. L’extraction des lipides a partir des
LRT fut délicate car un volume important de lipides était nécessaire pour synthétiser les PE, et

seulement 1 mL d’échantillon pouvait étre extrait par tube KIMAX.
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Figure 10 — Distribution granulométrique des lipoprotéines riches en triglycérides (LRT)
(A) et des particules d'émulsion (PE) (B). Les LRT humaines (VLDL (d = < 1,006 g/mL) et
IDL (d = 1,006-1,019 g/mL)) ont été isolées a partir de plasma mis en commun (poolé) de
volontaires sains provenant du Service du sang de la Croix-Rouge finlandaise, a Helsinki
(Finlande), par ultracentrifugation séquentielle, comme décrit dans les méthodes. Les particules
d'émulsion ont été créées par sonication a l'aide d'extraits lipidiques générés a partir des LRT
isolées. La taille des LRT (A) et des PE (B) a été mesurée a l'aide de l'instrument « Zetasizer
Nano», 91 nm et 170 nm de diametre respectivement. Données représentatives d'une

experience.
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3.2 Caractérisation des lipides des LRT et des PE : concentration en

cholestérol et triglycérides

La quantité de PE a été exprimée en fonction de leur teneur en TG. Les PE ne contenant pas de
protéines, nous avons decidé de mesurer leur concentration en quantifiant les lipides, ici des
TG. Les TG sont hydrolysés par la lipase en glycérol eten AG, dont la quantité a été déterminée.
La méthode utilisée pour quantifier la teneur en cholestérol mesure a la fois le cholestérol
estérifié et non estérifi¢ (c’est-a-dire le cholestérol total). Les PE fabriquées contenaient la
méme quantité de cholestérol (1,17 mmol/L), et deux fois plus de TG que leurs parents LRT
(5,04 mmol/L et 2,56 mmol/L respectivement). Cela s’est avéré bénéfique car cette haute
concentration a permis une dilution, et donc un volume suffisant de PE pour les
expérimentations ultérieures. Les PE et LRT contenaient la méme quantité de cholestérol mais

une quantité de TG différente.

3.3 Etude de la libération d’TL-1p et de TNF-o par des macrophages
traités avec des LRT et des PE

La lignée cellulaire THP-1 est une lignée de monocytes isolés du sang périphérique d'un patient
atteint de leucémie monocytaire aigué. Ce type cellulaire est largement utilisé pour étudier la
fonction et la régulation des macrophages dans le systéme cardiovasculaire®®5’. Les
macrophages primaires dérivés de monocytes peuvent présenter une variation interindividuelle
importante et un délai relativement court pendant lequel les expériences sont réalisables, et ne
représentent donc pas le meilleur choix pour ce petit projet. Comme les cellules THP-1 sont
connues pour se comporter relativement de la méme maniére que les macrophages primaires
dérivés de monocytes, c’est ce que nous avons choisi pour cette étude. De plus, ce projet est
aussi lié a d’autres expériences qui ont été et qui seront également réalisées avec des cellules
THP-1.

La figure 11 décrit la secrétion d'IL-1pB et de TNF-a par les cellules THP-1 lorsqu'elles sont
traitées avec des LRT par rapport aux PE, pour deux points de temps d'incubation différents,
3h et 18h.
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3.3.1  Sécrétion d’IL-1B par les cellules THP-1 traitées avec des PE ou avec des LRT

Comme le montre le graphique de gauche de la figure 11, la sécrétion d'IL-1B a nettement
augmente a 3h de temps d’incubation pour les cellules traitées avec des PE en comparaison aux
cellules non-traitées (p < 0,05), suivi d'une réduction de la concentration dans le milieu de
culture cellulaire a 18h de temps d'incubation (p > 0,05), pour rejoindre le niveau d'IL-1B
sécrétée par les cellules traitées avec des LRT et les cellules non traitées (p > 0,05). Les cellules
traitées avec des LRT se sont comportées de maniére similaire aux cellules non traitées a 3h et
a 18h de temps d’incubation (p > 0.05). Aprés 18h d’incubation, les groupes PE et LRT

présentaient des niveaux d’IL-1[ similaires aux cellules non traitées (p > 0.05).
3.3.2 Sécrétion de TNF-a par les cellules THP-1 traitées avec des PE ou avec des LRT

Comme le montre le graphique de droite de la figure 11, les taux de TNF-a s ont augmenté
lorsque les cellules furent traitées avec les PE, a 3h et 18h de temps d’incubation (p < 0,05). A
3h d’incubation les niveaux de TNF-a libérés par les cellules traitées avec des LRT sont
similaires au control (p > 0,05). De maniére intéressante, le traitement avec des LRT a eu
comme effet de diminuer les niveaux de TNF-a aprés 18h d’incubation comparé au control (p
<0,05).

D'aprés ces resultats, les PE semblent induire la sécrétion de TNF-a par rapport aux cellules

non traitées (temps d’incubation 3h et 18h ; p < 0,05).
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Figure 11 — Sécrétion d'l1L-1p et de TNF-a par les cellules THP-1 traitées avec des LRT
et des PE. Les cellules THP-1 ont été incubées avec LRT, PE ou PBS+/+ pendant une période
allant jusqu'a 18 heures. La libération d'IL-1p et de TNF-a a été quantifiée par ELISA indirect
a 3h et 18h de temps d’incubation. Les données ont été analysées a 'aide du test ANOVA et du
test de comparaison multiple de Dunnet. * indique des différences statistiquement significatives
par rapport aux cellules traitées avec du PBS+/+ au méme point de temps. n = 4. PE indique

particules d'émulsion ; VLDL indique lipoprotéines de trés basse densité ; et CTL, contrdle.

D’apres ces résultats, le traitement des macrophages par les PE semble activer 1’inflammation
en stimulant la libération de TNF-a a 3h et 18h d’incubation, et d’TL-1f a 3h d’incubation en
comparaison a I’absence de traitement, ces résultats étant statistiquement significatifs. Le
traitement des cellules par les LRT n’a pas eu d’effet sur la sécrétion d’IL-1p et une diminution
de la secretion de TNF-a a été observée par rapport aux cellules non traitées, statistiquement

significatif a 18h de temps d’incubation.

3.4 Modifications des LRT et des PE

La figure 12 décrit la sécrétion d’IL-1p et de TNF-a par les cellules THP-1 lorsqu’elles sont
traitees avec des PE modifiées par rapport a des PE non modifiées, a 3h et 18h de temps
d’incubation. Les modifications testées sont le méelange de PE (VXPE), la lipolyse des PE avec

la PLA2 (PLA2-PE) et leur oxydation (OXPE).
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3.4.1 LRT et PE modifiées par lipolyse avec la PLA2

PLAZ2 hydrolyse les phospholipides en lysophosphatidylcholine et AGNEs, favorisant la liaison
des lipoprotéines avec les protéoglycanes in vitro®% ce qui peut potentiellement augmenter
leur rétention dans I'intima. 1l est connu que l'action des LDL modifiées avec la PLA2 sur les
macrophages favorise la formation de cellules spumeuses®°. Nous savons aussi que les LRT

modifiées par la PLA2 peuvent induire la sécrétion d'IL-13"%,

Les cellules THP-1 ont été incubées avec de I’albumine de sérum bovin (BSA) sans AGL dans
une solution saline tamponnée au phosphate (PBS) comme témoin de cette condition, car les
LRT modifiées par la PLA2 contenaient du BSA sans AGL. Selon le test de controle AGNE
(NEFA assay), la réaction de lipolyse sur les LRT et PE fut limitée. En effet, les niveaux d’AGL
détectés pour les LRT modifiées par PLA2 (41,4 uM) et les PE modifiées par PLA2 (46,7 uM)
furent similaire a ceux detectés pour les LRT natives (25,4 uM) et PE non modifiés (41,4 uM).
Le traitement des LRT et PE avec la PLAZ2 fut insuffisant.

La quantit¢ d’AGNEs dans les PE non modifiées est étonnamment ¢élevée. Il est donc possible
que cette élévation ait rendue la détection d’une augmentation des AGNE difficile dans les PE
modifiées. La lipolyse n’a pas échoué car les deux échantillons traités par la PLA2 contiennent
plus d’AGNEs que leurs parents. Malheureusement, nous n’avons pas été¢ en mesure d’identifier
la cause de la lipolyse limitée. Aussi, comme les niveaux d’AGNEs sont plus élevés dans les
PE que dans les LRT, cela pourrait indiquer que la sonication induit une certaine dégradation
des lipides. On peut voir sur le graphique de gauche de la figure 12 que la sécrétion d'IL-1 est
inférieure a celle des cellules traitées avec les PE non modifiées & 3h d'incubation (p > 0,05). A
18h de temps d’incubation, les niveaux sécrétés d'IL-1p sont similaires & ceux des cellules non
traitées (p > 0,05). Sur le graphique de de droite, la libération de TNF-a par les cellules traitées

au PLA2-PE est identique a celle des cellules traitées avec les PE non modifiées (p > 0,05).
3.4.2 LRT et PE modifiées par oxydation

Le principal résultat de I’oxydation est un changement des lipides et la formation d’adduits de
malondialdéhyde (MDA) sur les résidus de lysine des protéines. L’oxydation diminue
I’interaction des lipoprotéines avec les protéoglycanes mais augmente leur attachement au
decorin-coated collagéne via I’action de la LPL qui est responsable de leur accumulation au

niveau du site lésionnel. La modification des lipoprotéines par oxydation a fait I'objet d'études



48

approfondies, et il est maintenant établi que les phospholipides oxydés sont pro-
inflammatoires®*2 Les LDL oxydés (OxLDL) induisent la formation de cellules
spumeuses’"®, la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires®®% et le dysfonctionnement des
cellules endothéliales’. Notamment, une oxydation importante peut conduire a la

fragmentation de I'apoB2L.

Selon le test TBARS, les PE ont été oxydées. La concentration de MDA ([MDA]) dans les PE
non modifiées est de 2,78 uM et dans les PE oxydées (OxPE) est de 7,78 uM, ce qui donne un
rapport ((MDA] dans les PE oxydés / [MDA] dans les PE non modifies) égal a 2,80.

Cependant, le test TBARS n’est pas la meilleure méthode pour mesurer 1’oxydation des PE. Par
conséquent, d’autres méthodes devraient étre envisagées a I’avenir. Comme nous n’avions pas
réalisé d’oxydation des LRT, nous ne pouvons pas comparer 1’effet des OxPE et des LRT
oxydés sur la sécrétion d’IL-1B et de TNF-a. Nous nous étions concentrés sur l'effet de la
modification par oxydation sur I'inflammation, en comparant la libération d'IL-1p et de TNF-a

par le THP-1 traitées avec les OXPE versus PE non modifiées.

On peut voir sur le graphique de gauche de la figure 12 que la sécrétion d'IL-1p est inférieure
a celle des cellules traitées avec des PE non modifiées a 3h d'incubation (p < 0,05). A 18h
d'incubation, la sécrétion reste inférieure a celle des cellules traitées avec les PE non modifiées
(p > 0,05). Sur le graphique de droite de la figure 12 on peut voir que la libération de TNF-a,
par les cellules traitées aux OXPE est inférieure a celle sécrétée par les cellules traitées avec les
PE non modifiées a 3h et a 18h de temps d’incubation (p > 0,05). Les cellules traitées avec
OXPE ont libéré moins de cytokines pro-inflammatoires que les cellules traitées avec des PE
non modifiées. Dans 1’ensemble, les OxPE ne semblent pas étre plus pro-inflammatoires que
leurs PE parents dans le cadre de notre expérience. Cela suggere que 1’absorption de lipides
oxydés seuls (sans la composante protéique) n’est pas suffisante pour induire une inflammation,
et que les propriétés pro-inflammatoires des LRT oxydées devraient étre étudiées plus en détail

a ’avenir.
3.4.3 LRT et PE modifiées par vortex

Puisque vortexer les lipoprotéines et les PE induit leur agrégation, les VXLDL sont un modele

qui a été utilisé pour étudier I'accumulation de lipides dans les macrophages, conduisant a la
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formation de cellules spumeuses™®. Il est établi que I’absorption de VXLDL par les

macrophages active des génes impliqués dans I'inflammation8%82

On peut voir sur le graphique de gauche de la figure 12 que la secrétion d'IL-1p par les cellules
traitées avec les VXEP est inférieure a celle des cellules traitées avec des PE a 3h d’incubation
(p <0.05), et similaire a celle-ci a 18h de temps d’incubation (p > 0.05). Le graphique de droite
de la figure 12 montre que la sécrétion de TNF-a par les cellules traitées avec des VXPE est
similaire a celle des cellules traitées avec les PE non modifiées a 3h (p > 0,05). Cependant, a
18 h d'incubation, la sécrétion de TNF-a est plus faible qu'a 3h, et beaucoup plus faible que
pour les autres conditions (PE, PLA2-PE and OXPE) et cette différence est statistiquement

significative.
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Figure 12 - Sécrétion d'IL-1p et de TNF-a par des cellules THP-1 traitées avec des PE non
modifiées et des PE modifiées. Les cellules THP-1 ont été incubées avec des PE non modifiées
ou des PE modifiées par oxydation (OXPE), PE mélangées par vortex (VXPE), PE modifiées
par la PLA2 (PLA2-PE) pendant une periode allant jusqu'a 18 heures. La libération d'IL-1p et
de TNF-a a été quantifiée par ELISA indirect aux temps d’incubation 3h et 18h. Les données
ont été analysées a 1'aide du test d’ANOVA et du test de comparaison multiple de Dunnet. *
indique des différences statistiguement significatives par rapport aux cellules traitées avec des
PE au méme moment. n = 4. PE indique une particule d'émulsion ; VXPE, particules d'émulsion
vortexées ; PLA2-PE, particules d'émulsion traitées a la phospholipase A2 ; et OXPE, particules

d'émulsion oxydées.

D’apres ces résultats, le traitement des macrophages par les PE semble activer I’inflammation
en stimulant la libération de TNF-a a 3h et 18h d’incubation, et d’IL-1p a 3h d’incubation en

comparaison a I’absence de traitement, ces résultats étant statistiquement significatifs. Le
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traitement des cellules par les LRT n’a pas eu d’effet sur la sécrétion d’IL-1 et une diminution
de la sécrétion de TNF-a a été observée par rapport aux cellules non traitées, statistiquement

significatif & 18h de temps d’incubation.
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4 DISCUSSION

Au début du projet, notre hypothese fut que la composante protéique est essentielle a
I’activation pro-inflammatoire des macrophages et de ce fait, les PE, ne contenant pas de

protéines, induiraient peu ou pas d’inflammation comparé a leurs parents LRT.

Nos résultats montrent que les PE favorisent I’inflammation en induisant une libération d’IL-
1B et de TNF-a par les cellules THP-1, qui est plus importante que celle induite par les cellules
traitées avec des LRT et par les cellules non-traitées. Ces résultats sont surprenants, en
particulier ceux obtenus pour la sécrétion de TNF-a car on a pu observer un effet anti-
inflammatoire avec les LRT alors qu’il est documenté dans la littérature qu’ils augmentent la
libération des cytokines pro-inflammatoires IL-1p et TNF-a par les macrophages®38+8S,
Egalement, les PE induisent de I’inflammation alors que leurs parents LRT diminuent
I’inflammation. Ici, les PE augmentent trés fortement la libération de TNF-o. mais du fait que
le traitement par les VLDL ait une action anti-inflammatoire qui est contraire aux donnees de
la littérature, il est difficile d’interpréter nos résultats. Des niveaux élevés d’AGNE présents
dans les PE non modifiées pourraient étre 1’'une des raisons de ’activation des macrophages
plus importante par les PE que par les LRT, ce qui renforcerait I’hypothése que les AGL sont

pro-inflammatoires.

Il est également important de remarquer que le contrdle négatif induit la libération de cytokines
pro-inflammatoires a un niveau similaire qu’en présence de LRT connues pour activer la
sécrétion de cytokines. Il est primordial d’investiguer la cause de cette activation
macrophagique en présence du contrdle négatif, car ces cellules ont été simplement incubées
avec du milieu de culture sans sérum. Il est possible que 1’absence de sérum dans le milieu de
culture ait constitué un environnement nutritivement pauvre et donc stressant pour les
macrophages, qui se seraient mis a sécréter des molécules pro-inflammatoires comme I’IL-18,
en particulier a 3h et le TNF-a, a 18h. Cependant, ce milieu de culture sans sérum est également
utilisé pour toutes les conditions (présence soit de LRT soit de PE) donc on peut se poser soit
la question de I’'intérét de ce contrdle négatif qui ne donne pas une situation basale ‘non
inflammatoire’ soit la question de 1’absence d’effets des LRT qui devraient activer

I’inflammation par rapport a une condition sans LRT.
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Il convient de noter qu’il existe une nette différence entre la sécrétion d’IL-1f et de TNF-a. Le
traitement des cellules macrophagiques THP-1 avec des PE non modifiées et des PE modifiées
semble augmenter la sécrétion d’IL-1B (3h) qui diminue ensuite avec le temps (18h), mais sans
revenir au niveau de base. En revanche, la concentration de TNF-o dans le milieu de culture
cellulaire a augmenté¢ apres 3h de traitement et a continué a augmenter a 18h d’incubation, sauf
pour le groupe des macrophages traités avec VXEP. Cela pourrait signifier que ces deux
cytokines pro-inflammatoires sont régulées différemment dans le cadre de notre experience.
L'activation canonique de l'inflammasome implique I'engagement de deux voies de
signalisation indépendantes. Premié¢rement, 1’amorcage est I'étape qui induit I'expression de
I’IL-1p et des polypeptides NLR family pyrin domain containing 3 (NLRP3) et se produit via
I'activation des Toll-like receptors, tels que TLR2 ou TLR4, ou de récepteurs liés a des vois
inflammatoires telles que le récepteur du TNF-a (TNFR) ou de I’'IL1 (IL1R). TNF-a peut se
lier aux récepteurs du TNF-a de type 1 et 2 (TNFR1 et TNFR2) et activer des voix de
signalisation pro-inflammatoires comme le NF-xB et les mitogen-activated protein kinases
(MAPK)®. Ces voies convergent vers la voie de signalisation du nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer (NF-kB), un facteur de transcription commun en aval. L'activation de NF-xB
entraine I'expression de NLRP3 et d’IL-1B. Secondement, I'assemblage du complexe
macromoléculaire de l'inflammasome NLRP3 active a son tour la caspase 1 pour cliver la pro-
IL-1B en sa forme active®’. La libération de I’IL-1B survient secondairement a la libération de
TNF-a, ce qui ne va pas a I’encontre de nos résultats ou 1’augmentation du TNF-a continue
jusqu’a 18h alors que I’IL-1p augmente a 3h puis diminue a 18h. Il est possible que I'activation
de NF-kB par le TNF-a soit insuffisante pour maintenir la sécrétion de I’IL-1p jusqu’a 18h.

Connaitre les différents types de lipides qui composent les PE est essentiel afin de comprendre
la cause de la différence de cinétique de sécrétion de I’IL-1p et du TNF-a. Il serait intéressant
de traiter des cellules macrophagiques avec différentes classes de lipides libres, ainsi que ces
mémes lipides mais assemblés sous forme de PE. De ce fait, nous pourrions gagner de nouvelles
perspectives sur I’effet spécifique de certains lipides, ainsi que sur 1’effet de 1’organisation de

ces mémes lipides (sphériques ou libres) sur I’inflammation.

Utiliser un milieu de culture sans sérum pour le traitement des cellules THP-1 a permis de
limiter les variables confondantes car le SVF contient des lipoprotéines. La normalisation a été
effectuée en soustrayant I’absorbance de fond mesurée de 1’échantillon vierge. L'une des limites
de I'étude fut I'hétérogénéité en taille des particules car les PE étaient plus grandes que leurs

LRT parents. Cependant, notre approche permet d’étudier 1’effet des lipides sur les cellules car
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nous pensons que la composition qualitative des lipides est le principal facteur a prendre en
considération pour 1’étude du role des lipides dans I’inflammation induite par les LRT, dans le
contexte de la MCAS. A notre connaissance, c'est la premiére fois que des PE sont générées a
partir d'extraits lipidiques LRT humains. Pour se faire nous nous sommes inspirés d’une
méthode déja établie dans notre groupe pour synthétiser des PE a partir de lipides extraits de
LDL. Une raison pour laquelle la reconstitution des lipides extraits des LRT sous forme de PE
n’a pas pu aboutir a une taille similaire aux LRT parents pourrait étre leur teneur faible teneur
en cholestérol et haute teneur en triglycérides. Ceci constitue la différence principale entre les
LDL et LRT. Il est possible que former des PE par sonication a partir d’un mélange de lipides
composé majoritairement de triglycérides et phospholipides (i.e. LRT) est plus complexe qu’a
partir d’un mélange de lipides composé majoritairement de cholestérol et de phospholipides
(LDL). Une autre différence majeure est le ratio lipides/protéines qui est plus élevé pour les
LRT comparé aux LDL®® ce qui pourrait jouer un role dans la difficulté que nous avons

rencontrée pour la fabrication des PE.

Un contr6le positif aurait été nécessaire afin que nous puissions valider les manipulations faites.
Un contrdle positif valide aurait pu étre un traitement par des LDL oxydés car il est documenté
qu’ils sont trés pro-inflammatoires®°, ou bien traiter les cellules THP-1 avec des cristaux de
cholestérol. Les LDL modifiés par oxydation (OxLDL) sont largement retrouvés dans les
plaques d’athérosclérose et sont phagocytés par les macrophages qui se transforment en cellules
spumeuses, cellules caractérisant les stries lipidiques observables sur les artéres humaines.
Nous avions pour objectif de modifier des PE par oxydation (OXPE) et d"étudier leurs effets sur
I’inflammation in vitro. Etonnamment, la modification par oxydation n’a pas rendu les PE plus

pro-inflammatoires.

Les phospholipases sont des enzymes qui hydrolysent les phospholipides. Le groupe A2 des
phospholipases hydrolyse spécifiquement la liaison ester de I'acide gras en position sn-2 des
glycérophospholipides et, ce faisant, libére a la fois les acides gras et les lysophospholipides.
La concentration circulante et I'activité enzymatique de la phospholipase A2 sécrétoire (SPLA2)
et de la phospholipase A2 associée aux lipoprotéines (Lp-PLA2) ont été évaluées en tant que
biomarqueurs du risque cardiovasculaire dans des populations d'individus apparemment sains,
ainsi que chez des patients souffrant d'une maladie coronarienne établie®?. La PLA2 sécrétoire
(sPLA2) hydrolyse les phospholipides de la surface des membranes cellulaires, des

lipoprotéines natives et des lipoprotéines modifiées par oxydation pour produire de nombreux
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lipides bioactifs différents. En revanche, la Lp-PLA2 a besoin de phospholipides oxydeés
comme substrat. La libération de TNF-a par les cellules traitées au PLA2-PE est identique a
celle des cellules traitées avec les PE non modifiées (p > 0,05), ce qui coincide avec la lipolyse
insuffisante des PE. Cette étude a montré que les PE semblent favoriser l'inflammation,
contrairement a leurs formes modifiées. Cette observation est étonnante car il a été démontré
au sein du laboratoire que les LRT modifiées induisent la sécrétion de cytokines. Il faudra
¢tudier si cela peut étre di a une différence au niveau de 1’absorption entre les PE et les LRT

par les macrophages.

Les macrophages absorbent les LRT via leurs récepteurs scavengers et par le récepteur aux
VLDL. Ce dernier interagit avec un ligand contenant I’apolipoprotéine E. Lei Deng et al. (2022)
ont montré que des PE synthétiques enrichies en TG d’une taille similaire aux VLDL sont
absorbées par endocytose médiée par les cavéolesi®. Il est aussi documenté que les VLDL
induisent la formation de cellules spumeuses par la voie des récepteurs VLDL dans les
macrophages, et la modification des particules VLDL par acétylation entraine la formation de
cellules spumeuses dans les macrophages par I'absorption des particules modifiées, médiée par
les récepteurs scavengeri®®?2, Comme nos PE ne contiennent normalement pas de protéines,
leur absorption pourrait étre médiée par les récepteurs scavengers plutdt que par le récepteur
aux VLDL.

Pendant cette étude, nous avons observé que les PE fabriquées contenaient deux fois plus de
TG que leurs parents LRT. Nous ne savons pas pourguoi le ratio a été modifié et cela doit étre
étudié, mais il est difficile de se prononcer sans connaitre la composition exacte en
phospholipides. Une explication possible est que nous avons rencontré une perte de cholestérol
pendant les processus d’extraction, de sonication ou de concentration. Le cholestérol a une
structure moléculaire bien différente des phospholipides et il est possible qu’a une certaine
¢tape de la fabrication des PE, le cholestérol n’a pas pu s’organiser sous forme de micelle avec
les phospholipides, a précipité et a été éliminé lors de la filtration stérile qui a suivi leur
fabrication par sonication. Une autre raison peut étre que la mesure du cholestérol ou des TG

n’était pas assez précise.

Nos travaux apportent définitivement quelque chose de nouveau car la synthese des PE a partir
de lipoprotéines physiologiques isolées de plasma humain permet de représenter au mieux la

diversité des lipides inhérente aux populations de lipoprotéines physiologiques humaines. Le
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but de cette étude fut d’analyser I’effet global des lipides composant les lipoprotéines riches en
triglycérides. Il faudrait ultérieurement déterminer 1’identité des lipides qui composent les LRT
et les PE dérivés de ceux-ci, par spectrométrie de masse, afin de pouvoir interpréter les
différences entre la sécrétion d’IL-1B et de TNF-a. Identifier les différents types de lipides
permettrait également de confirmer la conservation de I’intégrité des lipides depuis leur

extraction a partir des LRT jusqu’a leur assemblage sous forme de PE.

L’athérosclérose est actuellement bien traitée sur son versant lipidique. Les objectifs de
diminution de baisse de cholestérol circulant sont bien atteints avec ces médicaments tels que
les statines mais cela ne suffit pas car il existe un risque résiduel qui est d a la composante
inflammatoire de la plaque. L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique.
L'inflammation est une composante essentielle de de la maladie cardiovasculaire, car il a été
démontré que la réduction de I'inflammation en bloguant les voies des cytokines diminue le
risque d'accident vasculaire cérébral et d'infarctus du myocarde®°4. L’inflammation augmente
le nombre de clones de leucocytes dans le sang périphérique, il est donc primordial d’étudier le
comportement des macrophages au niveau de I’athérome et dans la circulation. L'identification
et la compréhension des mécanismes moléculaires sous-jacents a l'activation des macrophages
par les LRT et les LRT modifiées, ainsi que leur absorption au niveau de la lésion
athéroscléreuse apporteront de nouvelles perspectives pour le développement de thérapies
visant a prévenir la formation des plaques d'athérosclérose, a stabiliser les plaques et, espérons-

le, pouvant méme aider a réduire les plaques déja existantes.

Le repositionnement de biothérapies anti-inflammatoires utilisées dans d’autres maladies
inflammatoires constituerait une nouvelle piste thérapeutique pour le traitement de
1‘athérosclérose. Cela permettrait de cibler la composante inflammatoire de la maladie ce qui
pourrait réduire le risque résiduel cardiovasculaire. Un avantage du repositionnement
médicamenteux est le délai de développement raccourci ainsi que de bénéficier de la

connaissance déja acquise sur le médicament.

Un exemple récent est celui du dupilumab (Dupixent®), anticorps monoclonal qui cible
spécifiquement les récepteurs de I’IL-4 et de I’'IL-13. Son action bloque la voie de signalisation
de ces cytokines, réduisant ainsi I’inflammation et les symptomes associés a des affections telles
que la dermatite atopique, I'asthme ou la polypose nasale®®. TNF-a est élevé dans des maladies

inflammatoires comme le psoriasis et ’arthrite rhumatoide et certaines thérapies qui visent a
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diminuer I’activation inflammatoire liée au TNF-a sont efficaces, comme 1’etanercept, un
bloqueur du TNF-a. L’etanercept est un récepteur soluble et protéine de fusion qui se lie au
TNF-a et I’inactive. Il existe aussi des biothérapies anticorps monoclonaux qui vont neutraliser
le TNF-o comme I’infliximab, 1’adalimumab et le golimumab et qui se sont avérées efficaces
dans le traitement des maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) comme la

maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique (RCH).

Il existe aussi des anti-IL-13 comme le canakinumab. Le canakinumab est un anticorps
monoclonal qui se lie avec haute affinité a I'lL-1p humaine et neutralise son activité biologique
en inhibant son interaction avec les récepteurs a I'lL-1, empéchant ainsi I'activation génique
induite par I’IL-1 et la synthése de médiateurs inflammatoires®. 11 est indiqué chez 1’adulte
dans le traitement de la crise de goutte (deuxiéme intention) et de la maladie de Still (deuxieéme
intention) et chez I’enfant dans le traitement de la polyarthrite chronique juvénile (deuxieéme

intention). Il a aussi une indication pour la fievre méditerranéenne.

Il serait intéressant de traiter des cellules macrophagiques avec des PE et des LRT en présence
d’anti-inflammatoires et d’étudier 1’effet sur la libération d’I’IL-1B et du TNF-a afin de
déterminer leur impact sur 1I’inflammation in vitro. Des études in vivo sur les souris ont montré
qu’entraver la voie de signalisation NLRP3/IL-1f réduit significativement le développement de
la plaque athéroscléreuse et inflammation®’. Le canakinumab a montré une réduction de 15%
de la fréquence des infarctus du myocarde non mortels ou de mort cardiovasculaire (phase 3
CANTOS)®. Aussi, une deuxieme analyse réalisée dans ce méme essai clinique a révélé une
réduction de 31% de mortalité toutes causes confondues et de la mortalité cardiovasculaire chez
les patients traités par le canakinumab. Ainsi, le canakinumab s’est avéré étre la premicre
thérapie anti-inflammatoire avec des effets bénéfiques prouvés dans un essai clinique de phase

3 de grande ampleur chez les patients atteints d’athérosclérose contrdlée.

Anakinra est un antagoniste du récepteur a I’IL-1p en cours d’essai clinique de phase 2/3 qui a
pour parametre principal le changement de la protéine C-réactive (CRP) chez des patients avec
angioplastie coronaire pour infarctus du myocarde avec élévation du segment ST (STEMI)
(NCTO01950299). Dans un précédent essai clinique de phase 2, 14 jours de traitement avec
I’anakinra a diminué les niveaux de CRP par rapport au groupe placébo, mais 30 jours apres le
traitement les niveaux ont augmenté a nouveau ayant méme atteint un niveau supérieur au

groupe sans traitement®. L’anakinra est indiqué dans le COVID-19 chez le sujet a risque
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nécessitant une oxygénothérapie, dans la polyarthrite rhumatoide (deuxiéme intention) et la

maladie de Still (deuxieme intention). Il a aussi une indication pour la fievre méditerranéenne.

D’autres thérapies visant 1’IL-6, le NLRP3 directement avec des inhibiteurs du NLRP3 ou
indirectement avec la colchicine représentent des candidats de repositionnement

médicamenteuse®.
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5 CONCLUSION

L’objectif de ce projet fut d’étudier ’impact de la composante lipidique des lipoprotéines sur
I’inflammation dans le contexte de 1’athérosclérose. Pour ce faire, nous avons poursuivi trois
objectifs. Dans un premier temps, nous avons developpé avec succes une méthode de synthese
de particules d’émulsion (PE) générées a partir de lipoprotéines riches en triglycérides humains
(LRT : Chylomicrons, VLDL, IDL). La taille des PE et des LRT ne fut pas identiques mais leur
teneur en triglycérides et en cholestérol fut similaire. Deuxiémement, nous avons étudié la
libération de cytokines spécifiques de I’inflammation (IL-1f et TNF-a) par les cellules THP-1
différenciées en macrophages, traitées avec des LRT. De maniere surprenante, le traitement par
les LRT n’a pas eu d’effet pro-inflammatoire sur les cellules macrophagiques. Troisiemement,
nous avons étudié la libération de cytokines spécifiques de I’inflammation (IL-1B et TNF-o)
par les cellules THP-1 différenciées en macrophages, traitées avec des PE et des PE modifiées,
et nous avons comparé ces résultats avec ceux obtenus avec les LRT. Cette étude a montré que

les PE semblent favoriser I'inflammation, contrairement a leurs formes modifiées.

Dans I'ensemble, il est difficile de conclure sur I'effet des lipides sur I'inflammation, car les
LRT n'ont pas exercé d'effet inflammatoire dans notre expérience par rapport aux cellules non
traitées. A I’avenir, nous devrons premiérement observer de 1’inflammation causée par les LRT
par rapport aux cellules non traitées avant de pouvoir effectuer une comparaison avec le

traitement par des PE.

Ce travail peut permettre de contribuer a I’identification de nouvelles cibles pharmacologiques
nécessaires au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques dans le contexte de
I’athérosclérose qui est la premicre cause de mortalit¢ mondiale malgré 1’avénement des
traitements hypolipémiants. Ce projet s’est concentré sur le risque résiduel dans le but de mieux

le comprendre afin d’optimiser sa gestion a 1’avenir.
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