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Résumé

Les statines sont des médicaments hypolipémiants largement prescrits dans le cadre des
maladies cardiovasculaires. Elles inhibent la synthese endogéne de cholestérol et induisent
I’activation de ’expression du LDLR par le facteur de transcription SREBP-2. Ce sont des
médicaments dont le bénéfice est indiscutable d’un point de vue cardiovasculaire. Néanmoins,
’action des statines est limitée par la proprotéine convertase subtilisin kexin type 9 (PCSKO9),
I’inhibiteur naturel du récepteur aux LDL (LDLR), qui est également sous la dépendance de
SREBP-2. Ainsi, de nouvelles stratégies hypolipémiantes ciblant la forme circulante de PCSK9
ont été développées et autorisées. Ce sont les inhibiteurs de PCSKO.

Bien que bénéfique, Iutilisation de statines a forte dose et a long terme induit dans certains cas
I’apparition d’un diabete de type 2 chez les individus prédisposés. De plus, des variants
génétiques « perte de fonction » de PCSK9 sont associés a ’apparition du diabéte de type 2.
Les effets des inhibiteurs de PCSK9 sur la survenue du diabete de type 2 a long terme ne sont

pas connus a ce jour.

Ainsi, nous avons émis I’hypothése que I’engorgement en cholestérol des cellules
pancréatiques associé a des niveaux trés élevés d’abondance du LDLR a la membrane suite a
I’utilisation des statines et d’inhibiteurs de PCSK9 induit un dysfonctionnement cellulaire, une
altération de la sécrétion d’insuline et a terme le diabéte de type 2. Les objectifs de mes travaux
de thése ont été (i) de determiner la modulation des taux de PCSK9 par les statines chez des
individus diabétiques de type 2, (ii) d’étudier si les niveaux circulants réduits en PCSK9 seraient
prédictifs de la survenue du diabeéte de type 2 et enfin (iii) d’évaluer I’effet des statines, de

PCSKOQ et des inhibiteurs de PCSK9 sur la sécrétion d’insuline par les cellules f.

Au moyen de trois cohortes de patients, nous avons montré que la concentration plasmatique
de PCSK9 est augmentée chez les diabétiques de types 2 et que les niveaux de PCSKO circulants
réduits sont négativement associés a une résistance a ’insuline et a une altération de la glycémie
a jeun. En utilisant des sections de pancréas humains et des lignées de cellules B pancréatiques
humaines, nous avons démontré pour la premiére fois que PCSK9 est exprimé, synthétisé et
sécrété uniquement par les cellules  pancréatiques au niveau des ilots de Langerhans. Nous
n’avons pas observé d’effet de PCSK9 et de ses inhibiteurs sur la sécrétion d’insuline en
réponse au glucose. L’ensemble des résultats de mes travaux de thése indiquent que I’inhibition
de PCSK9 n’aura vraisemblablement pas d’effet pro-diabétogene, ce qui est rassurant pour le

développement de ces nouvelles thérapies hypocholestérolémiants.







Abstract

Statins are lipid-lowering drugs widely prescribed to prevent cardiovascular diseases. They
inhibit the endogenous synthesis of cholesterol and thereby increase LDLR gene expression by
activating the SREPB-2 transcription factor. The positive effects of statins regarding
cardiovascular diseases are undisputable. However, their action is limited by the proprotein
convertases subtilisin kexin type 9 (PCSKO9), the natural inhibitor of the LDL receptor (LDLR),
which is also activated by the SREBP-2 transcription factor. As a result, novel lipid-lowering
strategies targeting circulating PCSK9 have emerged and have been approved recently. These
are the PCSKQ inhibitors.

Despite their well-established beneficial effects, the use of high doses of statins for long-term
treatments induces in rare instances the onset of type 2 diabetes in predisposed individuals. In
addition, “loss of function” genetic variants of PCSK9 are associated with an increased risk of
type 2 diabetes. The effects of long term use of PCSKO9 inhibitors on the risk of type 2 diabetes
remain to be established.

Thus, we hypothesized that cholesterol overload of insulin secreting pancreatic 3-cells induced
by the overexpression of the LDLR at their plasma membranes following treatment with statins
and PCSK9 inhibitors may cause cell dysfunction, lower insulin secretion, and ultimately type
2 diabetes. The aims of my thesis were (i) to determine the circulating levels of PCSK9 and
their modulation by statins in patients with type 2 diabetes, (ii) to determine if reduced
circulating PCSK9 levels are predictive of new onset type 2 diabetes and finally (iii) to
investigate the effect of statins, PCSK9, and PCSK9 inhibitors on B cell function.

Using three cohorts of patients, we showed that circulating PCSK9 plasma levels are increased
in patients with type 2 diabetes and that reduced circulating PCSK9 levels are negatively
associated with insulin resistance and elevated fasting blood glucose. In human pancreatic
sections and human pancreatic  cell lines, we showed for the first time that PCSK9 is
expressed, synthesized and secreted only by B cells in pancreatic islets. We did not find any
significant effect of PCSK9 or PCSK9 inhibitors on glucose stimulated insulin secretion.
Altogether, my thesis works underpin that the use of PCSK9 inhibitors in the clinic will
probably not be diabetogenic. This is reassuring regarding the development of these new lipid-

lowering therapies.
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Les maladies cardiovasculaires constituent la premiére cause de mortalité dans le monde.
D’apres I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 31% de la mortalité¢ mondiale est due aux
maladies cardiovasculaires avec 17,7 millions de décés (chiffre de 2015). Souvent, ces
pathologies sont la conséquence d’un dysfonctionnement du métabolisme des lipoprotéines et
d’une surcharge en cholestérol associée. L’athérosclérose est la pathologie la plus
représentative de ce dysfonctionnement et constitue la cause principale des infarctus du
myocarde et de I’accident vasculaire cérébral. En effet, I’athérosclérose se caractérise par des
Iésions artérielles dues a la rétention de Low Density Lipoprotein (LDL) oxydées (LDLox) dans

I’intima pouvant a terme conduire a une sténose ou une thrombose.

Le récepteur aux LDL (LDLR) est la voie métabolique majeure par laquelle les LDL qui
circulent dans les artéres sont épurees, principalement au niveau du foie. Des modifications de
I’abondance ou de la fonction du LDLR peuvent entrainer des dyslipidémies et des maladies
cardiovasculaires. Lorsque le métabolisme des lipoprotéines est dérégule, des traitements
pharmacologiques hypolipémiants peuvent étre envisagés. Parmi ces meédicaments

hypolipémiants, les plus prescrits sont les statines.

L’efficacité des statines sur la réduction des maladies cardiovasculaires n’est plus a démontrer.
Néanmoins, des effets pléiotropes des statines autres que leur implication dans la diminution
du taux de LDL-cholestérol (LDL-C) ont éte observés. En effet, un risque faible mais
significatif de développer un diabéte de type 2 (DT2) a été observé chez des individus
prédisposés. L’engorgement en cholestérol des cellules  pancréatiques pourrait étre a I’origine

de ce risque.

En 2015, de nouvelles stratégies hypolipémiantes ont été autorisées. 11 s’agit d’anticorps dirigés
contre la Proprotein Convertase Subtilisin Kexin type 9 (PCSKO9), une protéine impliquée dans
la régulation du LDLR et donc du taux de LDL-C. Des mutations sur le gene de PCSK9

conférant une réduction des taux de LDL-C sont cardio-protectrices mais elles sont aussi
3
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associées a un risque significatif de développer un diabéte de type 2. Les premiers essais
cliniques sur les inhibiteurs de PCSK9 ne font pas état de I’apparition de ce risque. Néanmoins,
les conclusions de ces études sur le risque d’apparition du diabéte peuvent étre nuancées par le
temps trop court de suivi de ces patients. Des études plus approfondies doivent étre menées sur
les effets que pourraient avoir PCSK9 et les anticorps anti-PCSK9 sur la régulation de la

glycémie et en particulier sur la physiologie des cellules f pancréatiques.

Les objectifs principaux de ma thése ont été (i) de déterminer et comparer les niveaux de PCSK9
chez des patients atteints de diabéte de type 2 et des individus non diabétiques et d’étudier
I’effet d’un traitement par une statine sur ces niveaux ; (ii) d’évaluer si PCSK9 est un
biomarqueur prédictif de la survenue du diabéte de type 2 ; (iii) d’évaluer les effets de PCSK9
et de ’engorgement en cholestérol des cellules  pancréatiques sur la sécrétion d’insuline. Le

résultat majeur de ma these a été la mise en évidence de I’expression de PCSK9 au niveau des

cellules B pancréatiques humaines (Figure 1).

Figure 1 : Expression de PCSK9 dans les cellules [ pancréatiques sur section de pancréas
humains (Stéphane RAMIN-MANGATA). L’analyse de section de pancréas humain en
immunofluorescence a permis de mettre en évidence [’expression de PCSK9 uniquement dans

les cellules p pancréatiques humaines.

Pour une meilleure compréhension de mon sujet de thése, mon manuscrit est organisé en
plusieurs sections. La premiére section « Introduction générale » décrit et introduit de facon

succincte mon sujet de thése. La deuxiéme section « Etude bibliographique » apporte les
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éléments de la littérature detaillés et importants a la compréhension des travaux réalisés au
travers de 3 chapitres : (i) Les lipoprotéines et ’athérosclérose, (ii) Proprotein Convertase
Subtilisin Kexin type 9 et (iii) Le diabete de type 2. La troisiéme section « Objectifs de la
thése » résume les éléments clés de la littérature et présente de facon détaillée les objectifs de
ma thése. Les travaux expérimentaux que j’ai réalisés pour répondre a ces objectifs sont
présentés dans la quatrieme section « Travaux personnels » sous forme de 4 publications
acceptées ou en révision accompagnées d’une introduction et d’une discussion. Une discussion
et une conclusion générale concernant I’ensemble des travaux ainsi que les perspectives qui en
découlent sont présentées dans la cinquiéme section « Discussion et perspectives ». Enfin, mes
compétences en laboratoire, mon parcours, mes travaux expérimentaux reéalisés dans le cadre
de contrats privés ou de collaborations, mes missions d’enseignements et mes participations

aux congres sont présentes dans la sixiéme section « Annexes ».
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l. Les lipoprotéines et I’athérosclérose

Les lipides et en particulier le cholestérol ont une grande place dans ’homéostasie de notre
organisme. lIs participent a plusieurs fonctions distinctes. On peut, par exemple, citer leur role
dans la constitution des membranes, des gaines de myélines, leur fonction dans le systéme
endocrine avec les hormones stéroides, leur implication dans la signalisation cellulaire et leur
role dans le métabolisme énergétique (Ikonen, 2008). Une dérégulation de I’homéostasie du
cholestérol ou des mutations sur des génes impliqués dans ce métabolisme peut entrainer des
complications telles que [D’athérosclérose. L’aboutissement de ces complications est
généralement 1’apparition de maladies de surcharges métaboliques et d’évenements
cardiovasculaires. Afin de réguler les taux circulants de cholestérol, certaines molécules
hypolipémiantes comme les statines, 1’ézétimibe ou nouvellement les inhibiteurs de PCSK9

peuvent étre utilisees.
1. Les lipoprotéines

Les lipides sont des molécules généralement insolubles dans les solutions aqueuses comme
I’eau, le sang ou le plasma. Afin de pouvoir assurer leurs différentes fonctions au sein de
I’organisme, les lipides doivent étre transportés. lIls sont alors complexés a des entités
proteiques amphiphiles, les apolipoprotéines (Apo), formant ainsi les lipoprotéines solubles
dans les milieux agqueux (Feingold and Grunfeld, 2000). Les apolipoprotéines participent
également au maintien de la structure, de la stabilité des lipoprotéines. Elles jouent un réle clé
dans la reconnaissance des lipoprotéines par leurs récepteurs et par les enzymes impliquées
dans le métabolisme des lipoprotéines (Dominiczak and Caslake, 2011; Feingold and Grunfeld,

2000).



Les lipoprotéines et I’athérosclérose

Les particules de lipoprotéines sont formées d’un cceur lipidique constitué de lipides non
polaires, principalement des esters de cholestérol, des triglycerides et des vitamines liposolubles
A, D, E et K. Le revétement du cceur lipidique est constitué d’une monocouche amphiphile
composée de phospholipides, de cholestérol libre et d’apolipoprotéines (Figure 2) (Brewer,
1981; Feingold and Grunfeld, 2000). Les lipoprotéines du plasma sont réparties en plusieurs
classes en fonction de leur densité, taille, composition en lipides et protéines. La densité des
particules de lipoprotéines est principalement déterminée par la quantité de lipides par particule

(Tableau 1) (Gotto et al., 1986).

Apolipoprotéine

Phospholipides
Triglycérides

Cholestérol

Ester de cholestérol

Figure 2 . Représentation d’une particule de lipoprotéine (extraite et traduite de
medicine.academic.ru). Les lipides ne peuvent pas circuler librement dans le plasma. Les
lipoproteines sont des complexes protéines/lipides qui permettent le transport des lipides. Ce
sont des particules constituées d’apolipoprotéines, de phospholipides, de triglycérides, de

cholestérol libre et estérifié et de vitamines liposolubles.
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Lipoprotéines  Densité (g/ml)  Taille (nm) Lipides Apolipoprotéines
majoritaires principales
Chylomicrons <0,930 75-1200 Triglycérides Apo B48, Apo C, Apo E,
Apo Al, Apo A2, Apo A4
Remnants de 0,930-1,006 30-80 Triglycérides, Apo B48 et Apo E
chylomicrons cholestérol
VLDL 0,930-1,006 30-80 Triglycérides Apo B100, Apo E, Apo C
IDL 1,006-1,019 25-35 Triglycérides, Apo B100, Apo E, Apo C
cholestérol
LDL 1,019-1,063 18-25 Cholestérol Apo B100
Lp(a) 1,055-1,085 30 Cholestérol Apo B100 et Apo (a)
HDL 1,063-1,210 5-12 Cholestérol, Apo Al, Apo A2, Apo C,
phospholipides Apo E

Tableau 1 : Classification des lipoprotéines (adaptée de Feingold and Grunfeld, 2000). Les
lipoproteines peuvent étre classées en fonctions de leur taille, densité et composition en lipides
et protéines. Ainsi, les particules les moins denses sont les chylomicrons et les plus denses sont

les HDL.

La voie exogéne — Une partie importante du cholestérol de notre organisme vient de
I’alimentation. Une étude réalisée en 1995 sur 6 patients hypercholestérolémiques a montré que
I’inhibition pharmacologique de I’absorption du cholestérol intestinal diminue de 36% le taux
de cholestérol plasmatique (Gylling and Miettinen, 1995). En effet, apres une prise alimentaire,
le cholestérol est absorbé au niveau du transporteur NPC1L-1 (Niemann-Pick C1-Like 1) des
entérocytes (Altmann et al., 2004). Une fois a ’intérieur des entérocytes, le cholestérol et les
acides gras absorbés sont orientés vers le réticulum endoplasmique (RE). Le cholestérol est
estérifié par ’ACAT (Acyl-CoA Cholesterol Acyl Transferase) et les acides gras servent de
substrat au mono- et di-acylglycerol acyltransferases pour former les triglycérides (Hui and
Howles, 2005). Les esters de cholestérol, les triglycérides et les phospholipides sont ensuite
transférés a I’Apo B48 par la MTTP (microsomal triglyceride transfer protein) pour former des

pré-chylomicrons. D’autres apolipoprotéines comme 1’Apo Al, A4 et C3 sont également
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ajoutées a la particule en formation (Gordon et al., 1995). Les Dr. Sabesin et Frase ont montré
dans des intestins de rat qu’aprés export vers ’appareil de Golgi, les pré-chylomicrons se
chargent en triglycérides et sont ensuite exocytés dans la lymphe (Sabesin and Frase, 1977).
Une fois dans la circulation, il y a un échange d’apolipoprotéines entres les pré-chylomicrons
et les HDL (High Density Lipoprotein. Ainsi, les pré-chylomicrons deviennent matures en
acquérant les Apo E et C2 et en cédant I’Apo Al (Figure 3). (Havel et al., 1973; Linton et al.,

2000).

g
@

| '\

Figure 3 : Synthése des chylomicrons apres une prise alimentaire (extraite, traduite et adaptee
de Linton et al., 2000). Apres une prise alimentaire, le cholestérol est absorbé au niveau des

cellules intestinales par le transporteur NPC1L-1. Les acides gras entrent passivement dans
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les entérocytes. La synthése de pré-chylomicrons prend place dans le RE et ensuite dans le
Golgi. Une série de réactions enzymatiques incorpore les lipides dans les particules en
formation. Une fois sécrétés dans la circulation, les pré-chylomicrons deviennent matures

grdce a un échange d’apolipoprotéines avec les HDL.

Les chylomicrons matures sont pris en charge par une enzyme, la lipoprotéine lipase (LPL),
que ’on retrouve au niveau des cellules endothéliales des muscles et des tissus adipeux. L’ Apo
C2 présente a la surface des chylomicrons matures active la LPL. L’enzyme hydrolyse les
triglycérides en acides gras et glycérol qui sont utilisés par les tissus musculaires ou stockés
dans les tissus adipeux. Lors de I’activation de la LPL, les chylomicrons perdent leur Apo C2.
Il en resulte la formation de rémnants de chylomicrons (Goldberg, 1996). La perte des
triglycérides et de I’Apo C2 induit un enrichissement des rémnants de chylomicrons en Apo E
et les oriente vers le foie au niveau duquel ils se lient a différents récepteurs, notamment le
LDLR et le LRP (LDLR Related Protein). En effet, une étude sur des souris déficientes pour
I’Apo E a montré que celle-ci était nécessaire pour la reconnaissance et la dégradation des
rémnants de chylomicrons par les récepteurs aux LDL (Low Density Lipoprotein) au niveau
des hépatocytes (Zhang et al., 1992). Les lipides des rémnants de chylomicrons sont dégradés
en acides gras et cholestérol libres pour la synthése éventuelle des VLDL (Very Low Density
Lipoprotein) (Daniels et al., 2009). L’ensemble de ce processus forme la voie exogéne du

cholestérol.

La voie endogene — L’assemblage des VLDL se déroule au niveau du réticulum endoplasmique
rugueux des hépatocytes. La MTTP présente a ce niveau se lie a I’Apo B100, apolipoprotéine
majeure des VLDL, en cours de synthese et y transfere des triglycérides, des phospholipides et
des esters de cholestérol. Cette réaction favorise le repliement de 1’Apo B100 néo-synthétisée
autour d’un cceur lipidique (Hebbachi and Gibbons, 2001; Daniels et al., 2009). La particule

formée migre vers le Golgi et acquiert des lipides supplémentaires principalement des
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triglycérides (Gibbons et al., 2000). Une fois dans la circulation, les VLDL échangent 1’ Apo
C2 et I’Apo E avec les HDL. Comme pour les chylomicrons, les triglycérides des VLDL servent
de substrats pour la LPL des muscles et du tissu adipeux. En perdant ’Apo C2, les VLDL
deviennent des IDL (Intermediate Density Lipoprotein). L’Apo B100 des IDL peut étre
reconnue par le LDLR au niveau hépatique causant son élimination (Kobayashi et al., 1996).
Les IDL peuvent également subir un cycle de lipolyse supplémentaire de leurs TG catalysé par
la lipase hépatique et former ainsi les LDL (Low Density Lipoprotein) enrichies en Apo B100
et en ester de cholestérol (Ginsberg, 1994). Les niveaux de LDL plasmatiques sont déterminés
par la production et la clairance des LDL et donc par ’abondance du récepteur aux LDL au
niveau hépatique. En effet, le taux de synthése des LDL est dépendant du taux de captage des
IDL par les LDLR ; plus les IDL sont captées et moins les LDL sont produites (Feingold and
Grunfeld, 2000; Goldstein and Brown, 2015). Parallelement, 70% des LDL circulantes sont
captées par les LDLR au niveau hépatique. Les LDL qui ne sont pas prises en charge par le foie
sont acheminées au niveau des tissus périphériques. Il s’agit de la voie endogéne (Figure 4).
Un exceés de LDL-C dans la circulation entraine la formation de plaques d’athérome a I’origine

de ’apparition de complications vasculaires.
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Apo C2
Apo C3

Clairance Apo E
LDLR dépendante

! Clairance Apo B100

dépendante
HL
(LPL)
DL
LDL Acide Gras

Captage des acides gras
par les tissus extra-hépatiques

Figure 4 : La voie endogene du cholestérol (extraite, adaptée et traduite de Linton et al., 2000).
Apres captage des rémnants de chylomicrons au niveau du foie, les lipides sont dégradés en
acides gras et cholestérol libre utilisés pour la synthése de VLDL. Au niveau du RE, la MTTP
assure le transfert de ces lipides vers [’Apo B100. Dans le Golgi, les néo-particules acquiérent
des triglycérides, phospholipides et esters de cholestérol. Une fois dans la circulation, il y a un
échange d’Apo avec les HDL. Les VLDL matures sont ensuite hydrolysées par la LPL dans les
muscles et tissus adipeux. Les VLDL perdent leurs Apo et sont converties en IDL. Les IDL
subissent un cycle de lipolyse supplémentaire par la lipase hépatique et forment les LDL. Les
LDL riches en ester de cholestérol sont captées par le LDLR a 70%. Le reste est acheminé au

niveau des tissus extra-hépatiques.

Le transport inverse — L’Apo Al, protéine majeure des HDL (High Density Lipoprotein) est
synthétisée au niveau du foie et de I’intestin a hauteur de 70% et 30%, respectivement. Apres

sa sécrétion, ’Apo Al génere des HDL discoidales en interagissant avec le transporteur
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ABCAL (ATP Binding Cassette Al) a la surface des hépatocytes, des entérocytes et des cellules
en périphérie telles que les cellules musculaires ou les adipocytes (Castro and Fielding, 1988).
La liaison de I’Apo Al au transporteur favorise un efflux de phospholipides et de cholestérol
libre des cellules vers les HDL discoidales. Ces HDL discoidales sont aussi appelées des préf-
HDL en raison de leur migration électrophorétique (\Wang et al., 2000). Le cholestérol libre et
les phospholipides provenant de la lipolyse des chylomicrons et des VLDL peuvent également
s’intégrer au préf-HDL. La maturation des préB-HDL en HDL sphériques matures nécessite
estérification du cholestérol libre présent en surface. La LCAT (Lécithine Cholestérol Acyl
Transférase), catalyse le transfert d’un acide gras des phospholipides au cholestérol libre.
L’ester de cholestérol ainsi formé migre vers le ceeur de la particule de HDL qui devient mature
(Fielding et al., 1972). Une autre enzyme, la CETP (Cholesteryl Ester Transfer Protein) est
capable de transférer les esters de cholestérol des HDL vers les lipoprotéines a Apo B en
échange de triglycérides (Pattnaik et al., 1978). Le cholestérol des HDL est majoritairement
délivré au foie. En effet, les HDL matures se lient au récepteur SR-BI (Scavenger receptor class
B type 1) au niveau des hépatocytes et le cholestérol est internalisé et transformé en acide
biliaire. Les HDL appauvries en cholestérol estérifié retournent dans la circulation sous forme
de prép-HDL (Feingold and Grunfeld, 2000; Martinez et al., 2000) (Figure 5). C’est le transport

inverse du cholestérol.
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Figure 5 : Le transport inverse du cholestérol (extraite, adaptée et traduite de Rader and
Hobbs, 2016). L’Apo majeure des HDL, [’Apo Al, est synthétisée au niveau du foie et de
['intestin. Sa reconnaissance par ABCAL apres sécrétion au niveau du foie induit un transfert
de lipides et la formation d’"HDL discoidales. Lors de la liaison de I’Apo A1 a ABCAL, il y a un
transfert de phospholipides et de cholestérol libre provenant des cellules vers la particule. Le
cholestérol libre et les phopholipides peuvent également provenir des VLDL et des
chylomicrons. La formation de HDL mature nécessite [’estérification du cholestérol libre par
la LCAT. Une autre enzyme, la CETP catalyse le transfert des ester de cholestérol des HDL
vers les lipoprotéines a Apo B en échange de triglycérides. Les HDL matures sont reconnues
au niveau du foie par le récepteur SR-BI. Le cholestérol est internalisé et transformé en acide

biliaire. Les HDL sont recyclées dans la circulation sous forme de préf-HDL.

Les lipoprotéines et leurs récepteurs jouent un rdle clé dans la régulation de I’homéostasie
lipidique. Chez I’Homme la majeure partie du cholestérol des HDL est transférée vers les LDL

par la CETP et est captée au niveau du foie par le LDLR. Le LDLR est ainsi au centre du
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métabolisme des lipides chez ’Homme. Une dérégulation de ce métabolisme peut entrainer la

survenue de maladies cardiovasculaires et de 1’athérosclérose.

2. Les maladies cardiovasculaires et 1’athérosclérose

Les maladies cardiovasculaires — Ces pathologies constituent la premiére cause de mortalité
dans le monde et touchent principalement le cceur et les vaisseaux sanguins. En 2015, I’OMS
(Organisation Mondiale de la Santé) a estimé a 17,7 millions le nombre de déces liés aux
maladies cardiovasculaires. Ce chiffre représente 31% de la mortalité mondiale (WHO, 2015).
Les maladies cardiovasculaires regroupent les cardiopathies coronariennes, les maladies
cerébrovasculaires, les artériopathies péripheriques, les cardiopathies rhumatismales, les
malformations cardiaques congénitales et les thromboses veineuses profondes ainsi que les
embolies pulmonaires (WHO, 2015). Dans 1’étude INTERHEAT publiée en 2004, 12461
patients ayant fait un événement vasculaire ont été recrutés dans 52 pays. Cette étude avait pour
but d’identifier les facteurs de risques conduisant aux maladies cardiovasculaires. Une
multitude de facteurs de risques a éte reportée dont le diabéte et les dyslipidémies (Yusuf et al.,
2004; WHO, 2015). Ces dysfonctionnements du métabolisme des lipoprotéines peuvent
conduire a des complications vasculaires. L’athérosclérose se caractérise par une rétention,
modification et oxydation des lipides dans I’intima de certaines artéres pouvant conduire a une
sténose ou une thrombose (Insull, 2009). Dans les pays développés, I’athérosclérose est la cause
principale de I’infarctus du myocarde et de ’accident vasculaire cérébral (Mozaffarian et al.,
2015). 11 s’agit d’une pathologie continue de Iésions artérielles principalement due a la rétention
de lipoprotéines et définie par une série de changement histologique de I’artére (Pahwa and

Jialal, 2019).

Les vaisseaux sanguins sont constitués de trois couches distinctes. De ’extérieur vers I’intérieur

se trouvent I’adventice, la média, et I’intima (Figure 6) (Taki et al., 2017). L athérosclérose est
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une altération progressive de I’intima de certaines artéres (coronaires, carotides, aortes, artéres

jambieres).

Neutrophiles Lymphocytes T

<« Sang

Cellules
Endothéliales

Intima
Elastique
Interne
Media

Adventice

Figure 6 : Schéma de la structure d’une artére saine (extraite et traduite de Lusis, 2000). Les
vaisseaux sanguins sont constitués de 3 couches distinctes. De [’extérieur Vers l’intérieur se
trouvent ['adventice, la média et l'intima. L adventice est un tissu riche en collagene irrigué
par la vasa vasorum. La média est la couche intermédiaire composeée principalement de cellules
musculaires lisses (CML) et d élastine. L’intima est la couche la plus interne. Elle est constituee

d’une couche d’élastine et de cellules endothéliales, principalement.

Formation de la strie lipidique — Les cellules endothéliales de I’intima des artéres sont liées
par des jonctions serrées qui assurent 1’imperméabilité entre le sang et les tissus (Lusis, 2000).
Au niveau des courbures et des ramifications, les cellules endothéliales ne sont pas orientées.
Cette absence d’orientation favorise une augmentation de la perméabilité aux macromolécules
comme les LDL qui vont diffuser dans I’espace subendothélial de I’intima (Gimbrone, 1999).

Les particules de LDL y sont retenues par des matrices de protéoglycanes grace a des
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interactions avec I’Apo B100 (Borén et al., 1998). Les myéloperoxidases, les lipoxygenases et
les especes réactives a I’oxygene présentes favorisent alors I’oxydation des LDL qui peuvent
déclencher une réponse immunitaire innée (Linton et al., 2000; Lusis, 2000). Les LDLox
présentes dans I’espace subendothélial sont phagocytées par les macrophages via les récepteurs
scavengers, SRA (Scavenger receptor A) et CD36 (Cluster de différenciation 36)
principalement (Gistera and Hansson, 2017). Les récepteurs scavengers, a I’inverse du LDLR,
ne sont pas régulés par les taux intracellulaire de cholestérol (Gisterda and Hansson, 2017).
Ainsi, ’internalisation continuelle de LDLox par les macrophages et aussi par les cellules
musculaires lisses (CML) conduit a la formation de cellules spumeuses. C’est I’initiation de la

Iésion et la formation de la strie lipidique (Figure 7) (Pahwa and Jialal, 2019).

Formation de la chape fibreuse — Les cellules endothéliales et les macrophages activés vont
sécreter des molécules pro-inflammatoires, cytokines et chimiokines entretenant
I’inflammation au niveau de la 1ésion. En réponse au PDGF (Platelet-Derived Growth Factor)
sécrete par les macrophages, les CML de la média vont secréter des protéinases dont la
métalloprotéinase 9 (Sodhi and Brown, 2019). Ces protéinases permettent la dégradation de la
matrice extracellulaire et facilitent la migration des CML de la média vers I’intima (Mason et
al., 1999). En effet, au niveau de I’intima, les CML vont acquérir un phénotype distinct de celui
des CML de la média avec notamment une capacité proliférative augmentée (Hedin et al.,
1989). Un des roles des CML est de produire la matrice extracellulaire (Geng Yong-Jian and
Libby Peter, 2002). Ces cellules sont également connues pour produire le tissu conjonctif au
niveau des vaisseaux sanguins. Dans les vaisseaux sains, les CML sécretent principalement du
collagene fibrillaire de types 1 et 3. Cependant, au niveau d’une Iésion athérosclérotique, les
CML sécretent majoritairement des protéoglycanes, des fibres de collagénes de type 1 éparses
et de la fibronectine (Doran et al., 2008; Ross, 1999). Cette nouvelle matrice sécrétée est capable

de retenir les lipoprotéines. Les protéoglycanes forment des interactions avec I’Apo B100 et
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I’ Apo E et retiennent les LDL. Lorsqu’elles y sont liées, les particules de LDL s’oxydent et sont
prises en charge par les macrophages et les CML qui deviendront des cellules spumeuses
gorgées en cholestérol. Cette formation de nouvelles cellules spumeuses aboutit au
développement d’un cceur nécrotique. Celui-ci est composé de cellules spumeuses, de
lymphocytes T, de débris de cellules nécrotiques et apoptotiques et de lipides extracellulaires.
Les CML migrent autour de ce cceur nécrotique et le recouvrent. Ce processus de cicatrisation

de lartére constitue la chape fibreuse (Figure 7) (Lafont, 2003; Pahwa and Jialal, 2019).

Rupture de la plaque — En général, les évenements vasculaires ne sont pas dus a la taille de la
plague mais plutdt a la stabilité de la chape fibreuse. Celle-ci enveloppe le matériel hautement
thrombogénique du cceur nécrotique et I’empéche d’entrer en contact avec les facteurs de
coagulation présents dans la circulation sanguine. La rupture de la plaque exposerait le contenu
du cceur nécrotique aux facteurs de coagulation provoquant la formation d’un thrombus qui
obstruerait la lumiere vasculaire et induirait ces incidents vasculaires (Chen Yung-Chih et al.,
2016; Falk, 2006; Head et al., 2017). Plus la chape fibreuse est épaisse et plus la plaque est
stable. Une plaque est considérée instable lorsqu’une partic de la chape a une épaisseur
inférieure a 65um avec peu de CML, lorsqu’il y a une grande infiltration de cellules
inflammatoires, et/ou lorsque le ceeur nécrotique fait plus de 40% du volume de la 1ésion (Chen
Yung-Chih et al., 2016; Virmani et al., 2000). Des autopsies réalisées sur 800 patients décedés
de maladies cardiovasculaires ont montré que 55%-60% des déces étaient dus a une rupture de
la plaque, 30-35% a une érosion de la plaque et 2%-7% a des calcifications (Finn et al., 2010).
Les principales causes de ruptures sont la sécrétion de métalloprotéinases qui vont dégrader la
chape fibreuse, le stress de cisaillement important, la calcification des CML et le dép6t de fer
(Pahwa and Jialal, 2019). La plaque d’athérome devient compliquée lorsqu’elle est sujette a la

rupture (Figure 7).
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Figure 7 : Progression schématique du processus athéromateux (extraite de J. DIEBOLD
Anatomie pathologique générale). L initiation de I’athérosclérose débute avec ['internalisation
de LDLox par les macrophages. En présence d’une quantité importante de LDLox, les
macrophages s’engorgent en LDLox et se transforment en cellules spumeuses. C’est la
formation de la strie lipidique. Les macrophages et cellules endothéliales activés sécretent des
cytokines pro-inflammatoires. Les CML sécrétent des protéases qui vont dégrader les matrices
extracellulaires et favoriser leur migration vers ['intima. Au niveau de la lésion, les CML
sécretent des protéoglycanes, fibres de collagene et fibronectine capables de retenir les
lipoprotéines. Ces lipoprotéines s oxydent et sont prises en charge par les macrophages et les
CML qui deviennent spumeuses formant ainsi le ceeur nécrotique avec les lymphocytes T et
débris cellulaires. Les CML migrent vers ce coeur nécrotique et le recouvrent pour former la
chape fibreuse. La rupture de la chape fibreuse expose le contenu du caeur nécrotique au facteur

de coagulation provoquant la formation d’un thrombus et la survenue d’accidents vasculaires.
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Des facteurs génétiques peuvent favoriser I’apparition précoce de I’athérosclérose et des
complications  vasculaires. C’est le cas par exemple chez des individus
hypercholestérolémiques familiaux. En 1997, une étude a révéle la présence de strie lipidique
au niveau feetal. Les feetus de meres hypercholestérolémiques présentaient des stries lipidiques

7 a 12 fois plus séveres que ceux des meres normocholestérolémiques (Napoli et al., 1997).

3. L’hypercholestérolémie familiale et le récepteur aux LDL

L’hypercholestérolémie familiale est une maladie génétique autosomique dominante
caractérisée par des taux de LDL-C circulants élevés. Elle est associée avec un risque de
maladies cardiovasculaires prématurées (Marais, 2004; Nordestgaard et al., 2013). Le caractére
génétique de la pathologie permet de faire la distinction entre la forme homozygote et la forme
hétérozygote. Chez les patients atteints d’hypercholestérolémie familiale homozygote (HoFH),
les concentrations de cholestérol total varient entre 650mg/dL et 1000mg/dL (17mmol/L et
26mmol/L) et les concentrations de LDL-C sont supérieures a 600mg/dL (15,5mmol/L). Chez
les patients atteints d’hypercholestérolémie familiale hétérozygote (HeFH), les concentrations
de cholestérol total varient entre 350mg/dL et 550mg/dL (9mmol/L et 14mmol/L) et celles de
LDL-C sont comprises entre 200mg/dL et 400mg/dL (5mmol/L et 10mmol/L) (European
Association for Cardiovascular Prevention & Rehabilitation et al., 2011; Hovingh et al., 2013).
Ces taux élevés de LDL-C peuvent favoriser 1’apparition de signes cliniques externes comme
les xanthomes tendineux ou les arcs cornéens (Hovingh et al., 2013). La prévalence de
I’hypercholestérolémie familiale homozygote a été initialement estimée a 1 :1 000 000 dans la
population générale. Celle de la forme hétérozygote a été estimée a 1 :500. Néanmoins, des
analyses plus récentes estiment des prévalences plus importantes qui varient en fonction des

populations étudiées (Tableau 2). Ces différences s’expliquent, notamment, par 1’absence de
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méthode de diagnostic universelle pour 1’hypercholestérolémie familiale (Mytilinaiou et al.,

2018).
Country/Ethnic population [References] HeFH prevalence rate
United States 1973 (Geldstein et al., 1973) 1:500
United States 2016, SEARCH Study (Safarova 1:310
et al., 2016)
United States 2016, NHANES Study (de Ferranti 1:250
et al., 2016)
Québécois French Canadians (Moaorjani et al., 1983) 1:270
Tunisia (Slimane et al., 1993) 1:165
Finnish North Karelia (Vuorio et al., 1997) 1:441
Hungary (Kalina et al., 2001) 1:638
United Kingdom (Austin et al., 2004) 1:623
Denmark (Benn et al., 2012) 1:137
Catalan (Zamora et al., 2017) 1:192
Australia (Pang et al., 2016) 1:267
Japan (Mabuchi et al., 1977) 1:900
China (Zhou and Zhao, 2018) 1:212-1:357
Lebanon (Austin et al., 2004) 1:85
South Africa/Afrikaners (Steyn et al., 1996) 1:72
Ashkenazi Jews (Seftel et al., 1989) 1:67
West Siberian (Russian Federation) (Ershova et al., 1:108
2017)
Country/Ethnic population [References] HoFH prevalence rate
Netherlands (Dutch) (Sjouke et al., 2015) 1:300,000
Catalan (Zamcra et al., 2017) 1:425,774
Spain (Sanchez-Hernandez et al., 2016) 1:450,000

Québécois French Canadians (Moaorjani et al., 1983) 1:275,000

Tableau 2 : Prévalence de I’hypercholestérolémie familiale hétérozygote et homozygote dans
différentes régions (extrait de Mytilinaiou et al.,, 2018). La prévalence de
["hypercholestérolémie varie en fonction des populations étudiées. Ce tableau résume les
prévalences établies dans la littérature pour [’hypercholestérolémie familiale homo- et

hétérozygote.

Il existe plusieurs algorithmes permettant le diagnostic de 1’hypercholestérolémie familiale. 1

s’agit pour la plupart d’un systéme basé sur un score. Bien que différents, ces algorithmes
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fournissent des prédictions relativement similaires. Les méthodes de diagnostic les plus
utilisées sont le « MEDPED and WHO » (Make Early Diagnosis to Prevent Early Death and
World Health Organization), le « Simon Broome system », le « Dutch Lipid Network Criteria »,
le « National Lipid Association » et le « Japanese FH diagnostic criteria » (European
Association for Cardiovascular Prevention & Rehabilitation et al., 2011; Mytilinaiou et al.,

2018).

Les premieres associations entre les morts subites et la présence de xanthomes tendineux ont
été faites entre 1925 et 1938. L’observation microscopique des cellules provenant des
xanthomes a revele la présence de cellules spumeuses plus engorgées en lipide que dans une
plaque d’athérome. En 1939, aprés études de 17 familles, I’aspect héréditaire de
I’hypercholestérolémie familiale est apparu (Marais, 2004; Ose, 2002). En 1972, les Pr. Brown
et Goldstein ont elucidé les origines moléculaires de cette maladie. Leurs travaux les ont mené
a la découverte du récepteur aux LDL récompensée par 1’obtention du prix Nobel de
physiologie et médecine en 1985 (Goldstein and Brown, 2009). Ils ont tout d’abord mesuré
I’activit¢ d’une enzyme clé de la synthése endogene de cholestérol, la 3-hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme A réductase (HMGCR), issue de cultures de fibroblastes humains
d’individus sains. Cette enzyme est régulée de fagon négative par le cholestérol. L’ajout aux
cultures d’une fraction de VLDL (p<1,006), ou de 2 fractions différentes de LDL
(1,006<p<1,019 et 1,019<p<1,063), isolées par ultracentrifugation sur gradient de bromure de
potassium, a induit une diminution de I’activit¢ de THMGCR de ces cellules (Brown et al.,
1973). L’ajout d’une fraction de HDL (1,063<p<1,210) n’a eu aucun effet. Les 2 lipoprotéines
(LDL et HDL) étaient connues pour transporter le cholestérol. Ainsi, I’absence d’effet des HDL
sur ’enzyme a suggéré I’implication d’un récepteur (Brown et al., 1973; Goldstein and Brown,
2009). Un autre indice de I’existence d’un récepteur a été la haute affinité des particules de

LDL qui ont agi a 10°mol/L sur I’activité de I’enzyme (Goldstein and Brown, 2009). Ensuite,
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en cultivant des fibroblastes de patients HoFH, les Pr. Brown et Goldstein se sont apercus que
I’activité de PTHMGCR était 50 a 100 fois supérieure a celle observée avec les fibroblastes
d’individus sains. En revanche, aprés ajout de LDL ou de sérum, son activité enzymatique n’a
pas varié. Ces résultats ont suggéré qu’une mutation de I’enzyme serait a I’origine de
I’hypercholestérolémie familiale (Goldstein and Brown, 1973, 2009). Cette hypothése fut
réfutée par eux-mémes lorsqu’ils ont fait rentrer dans les fibroblastes de patients HoFH du
cholestérol solubilisé dans de 1’éthanol par adsorption a la membrane plasmique et pu observer
une diminution de I’activit¢ de HMGCR (Brown et al., 1974; Goldstein and Brown, 2009). La
découverte du récepteur a finalement été réalisée en 1974. Des fibroblastes provenant
d’individus sains ou de patients hypercholestérolémiques homozygotes ont été traités avec des
LDL marquées a I’iode 125. Les cellules saines ont presenté une haute affinité pour les LDL
marquées contrairement aux cellules provenant de patients hypercholestérolémiques (Figure
8). Ils ont pu ainsi identifier qu’un défaut génétique sur le géne codant pour un récepteur aux
LDL serait une cause possible d’hypercholestérolémie familiale (Brown and Goldstein, 1974).
Le récepteur aux LDL a été purifié en 1982 et le LDLR gene isolé en 1985 (Goldstein and

Brown, 2009).
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Figure 8 : Relation entre la liaison et la dégradation des LDL marquées a !’iode 125 chez des
fibroblastes provenant d’individus atteints d’hypercholestérolémie familiale (extraite de Brown
and Goldstein, 1974). Les fibroblastes d’individus HoFH ne lient et ne dégradent pas les LDL.
Ceux des patients HeFH ont une liaison et une dégradation intermédiaire comparées a ceux

des sujets sains.

A ce jour, plus de 1400 variants génétiques du gene du LDLR ont été identifiés comme étant
pathogéniques (880) ou probablement pathogéniques (576) et la base de donnée de 1I’University
College London récence 1707 mutations connues du LDLR (Leigh et al., 2017; ClinVar, 2019).
Bien qu’il existe une multitude de mutations différentes sur le LDLR, celles-Ci peuvent étre
classées en 5 groupes. La classification se fait en fonction des caractéristiques de la protéine
mutante synthétisée et analysée (Hobbs et al., 1992; VVarret and Rabes, 2012). Les mutations de
classe 1 empéche la synthése des LDLR (alleles nuls). Les mutations de classe 2 bloquent le
passage des LDLR du RE au Golgi ou a la membrane plasmique. Les mutations de classe 3
aboutissent a la production de LDLR qui ne lient pas les LDL. Les mutations de classe 4
produisent des LDLR qui ne sont pas internalisés. Les mutations de classe 5 affectent le
domaine cytoplasmique des LDLR et empéchent leur recyclage a la membrane (Figure 9)
(Varret and Rabes, 2012). Parmi les 1707 mutations recensees dans la base de donnees
Londonienne : 81% sont des classes 4 et 5 (n=800 et n=585, respectivement), 12% des classes
1 et 2 (n=26 et n=184, respectivement) et 7% de la classe 3 (n=112) (Leigh et al., 2017).
L’espérance de vie en bonne santé est diminuée chez les patients hypercholestérolémiques

familiaux. Les morts subites par infarctus sont fréquentes avant 55 ans (Marais, 2004).
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Milieu extracellulaire

Milieu intracellulaire

Figure 9 : Classes fonctionnelles des mutations sur le récepteur aux LDL (extraite, adaptée et
traduite de Sniderman et al., 2014). Les mutations de classe 1 empéchent la synthese des LDLR
(alleles nuls). Les mutations de classe 2 bloquent le passage des LDLR du RE au Golgi ou a la
membrane plasmique. Les mutations de classe 3 aboutissent a la production de LDLR qui ne
lient pas les LDL. Les mutations de classe 4 produisent des LDLR qui ne sont pas internalisés.
Les mutations de classe 5 affectent le domaine cytoplasmique des LDLR et empéchent leur

recyclage a la membrane.

Selon la nature de la mutation, les phénotypes concernant la cholestérolémie sont plus ou moins
séveres. Une dérégulation du métabolisme des lipides cause des dyslipidémies et entraine
I’apparition de maladies cardiovasculaires, un phénomene tres prématuré chez les patients FH.
Ainsi, il est impératif de réguler les taux de cholestérol circulant afin d’atteindre des valeurs
seuils en fonction des facteurs de risques. Des stratégies pharmacologiques ont été mises en
place afin de faire diminuer le taux de LDL-C circulant associ¢ a ’apparition de maladies

cardiovasculaires. Ce sont les médicaments hypolipémiants.
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4. Les hypolipémiants

Les concentrations cibles en LDL-C — Les taux élevés en LDL-C constituent un facteur de
risque majeur de la survenue de maladies cardiovasculaires (Silverman et al., 2016).
L’augmentation de la concentration plasmatique de LDL-C est causative de 1’apparition de
’athérosclérose (Borén and Williams, 2016). I1 existe d’autres facteurs de risque comme 1’age,
le sexe, le tabagisme, le diabete, I’hypertension artérielle, les antécédents familiaux,
I’hypercholestérolémie familiale, 'insuffisance rénale et un événement cardiovasculaire
documenté. Ainsi, des valeurs seuils de LDL-C a atteindre ont été définies en fonction de ces
facteurs de risques de maladies cardiovasculaires. Le systeme SCORE (Systematic Coronary
Risk Estimation) qui tient compte du sexe, de 1’age, du tabagisme, de la pression artérielle
systolique et de la cholestérolémie totale est utilisé pour estimer le risque d’apparition de
maladies cardiovasculaires fatales sur 10 ans. Lorsque le score obtenu est supérieur a 10%
I’individu peut étre considéré a tres haut risque. Lorsque le score obtenu est compris entre 5%
et 10%, I’individu est considéré a haut risque. Le risque est modéré si I’individu obtient un
score compris entre 5% et 1%. L‘individu avec un score inférieur ou égal a 1% est considéré a
bas risque d’apparition de maladies cardiovasculaires. Cet algorithme ne s’applique pas chez
les patients avec un événement vasculaire documenté, diabétiques, insuffisants rénaux, atteints
d’hypercholestérolémie familiale ou avec une lipoprotéine (a) (Lp(a)) trés élevée. Ces patients
sont considérés automatiquement & tres haut risque. D’aprés le score estimé, des stratégies
différentes de prises en charge du patient sont mises en places. Ces stratégies concernent dans
un premier temps la nutrition et I’activité physique pour les patients présentant un risque bas
ou modéré. Pour les patients avec un haut ou trés haut risque des traitements médicamenteux
sont rajoutés. Ainsi, il est recommandé par ’ESC (European Society of Cardiology) d’atteindre

des taux de LDL-C inférieurs a 55mg/dL chez les patients a trés haut risque, inférieurs a
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70mg/dL chez les patients & haut risque, inférieurs a 100mg/dL chez les patients a risque modéré

et inférieur a 116mg/dL chez les patients a bas risque cardiovasculaire (Mach et al., 2019).

Le cholestérol plasmatique provient de sources différentes. Il peut étre synthétisé dans presque
tous les types cellulaires de I’organisme par une série de réactions enzymatiques comprenant 2
enzymes limitantes : PTHMGCR et la squaléne monooxygenase. Le cholestérol peut aussi
provenir de I’alimentation dans les produits d’origine animale (beurre, viandes, poissons, lait,
ceufs et produits dérivés). Dans ce cas, il est absorbé au niveau des entérocytes par le
transporteur NPC1L-1. (Goldstein and Brown, 2009). On estime a 70% la part de cholestérol
synthétisée et 30% la part de cholestérol apportée par 1’alimentation. Dans le but de faire baisser

les taux de LDL-C, plusieurs médicaments ont été ¢laborés comme les statines et I’ézétimibe.

Les statines — En 1953, 1’équipe du Pr. Campbell a mis en évidence un effet du cholesterol
alimentaire sur la synthése endogéne de cholestérol. Des chiots ont recu une supplémentation
en cholestérol dans leur alimentation pendant 7 jours. De 1’acétate marqué au carbone 14 a
¢galement été rajouté a 1’alimentation afin de suivre son incorporation dans le cholestérol néo-
synthétisé. L’étude de sections de foie a révéleé que I’ajout de cholestérol exogeéne diminue de
facon drastique la synthése endogéne de cholestérol (Gould et al., 1953). Ensuite en 1960,
I’équipe du Pr. Lynen a identifié I’enzyme HMGCR comme ayant un role clé dans la synthése
endogene de cholestérol (Bucher et al., 1960). Cette enzyme catalyse la réduction de ’'HMG-
CoA en mévalonate un précurseur du cholestérol. En 1964, les Pr. Lynen et Bloch ont recu un
prix Nobel pour leurs travaux sur la synthése endogene de cholestérol. Plus tard, les Pr. Brown
et Goldstein ont démontré avec des cultures de cellules CHO (Chinese Hamster Ovary cells)
que P’apport exogene de cholestérol induit une diminution de 1’expression de 'HMGCR et

également du LDLR dans ces cellules (Figure 10) (Goldstein and Brown, 1990).
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Figure 10 : Le cholestérol ajouté induit une diminution de [’abondance du LDLR et de
[’HMGCR (extraite et adaptée de Goldstein and Brown, 1990). L incubation de CHO pendant
24h en absence ou présence de stérols induit une diminution de [’expression du LDLR et de

I’"HMGCR.

Aprés la découverte du réle majeur de ’THMGCR, des métabolites d’origine fongique ont été
identifies par le Pr. Endo pour leur capacité a induire une diminution significative de 1’activité
de ’HMGCR dans des cultures de fibroblastes humains. Ces molécules présentaient une
homologie structurale avec le substrat de ’enzyme, ’THMG-CoA (Endo et al., 1976; Brown et
al., 1978; Kaneko et al., 1978). Parmi ces métabolites, la compactine fut ensuite testée sur 11
patients atteints d’hypercholestérolémie familiale. Son administration a 50mg-150mg par jour
a entrainé une diminution moyenne de 27% des taux de cholestérol circulants totaux (Figure

11) (Yamamoto et al., 1980). Ce fut la naissance de la premiére statine (Endo, 2010).
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Figure 11 : La compactine induit une diminution du taux de cholestérol plasmatique (extraite
et traduite de Yamamoto et al., 1980). L administration de la compactine a une dose initiale de
500mg/jour pendant une semaine puis a des doses moindres a induit une diminution de 30% le

cholestérol chez un patient HeFH.

Actuellement, il existe plusieurs statines. Les plus connues sont : ’atorvastatine, la lovastatine,
la mévastatine, la simvastatine, la pitavastatine et la rosuvastatine. Plusieurs essais cliniques
ont démontré I’efficacité des statines sur la réduction du LDL-C et également sur la réduction
de la survenue des évenements cardiovasculaires. En effet, un traitement a la statine diminue
en moyenne de 40% les maladies cardiovasculaires (Figure 12) (Rosenson and Tangney, 1998).
On considere que la diminution de Immol/L des taux de LDL-C induite par une statine réduit

de 21% la mortalité et la morbidité cardiovasculaire (Toth et al., 2018a).
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Figure 12 : Effets de la diminution du LDL-C sur [’incidence des maladies cardiovasculaires
(extraite de Ference et al., 2017). Cette figure issue d’une méta-analyse montre [’effet de la
reduction du taux de LDL-C sur le risque de maladie cardiovasculaire dans les études
mendéliennes (droite bleue), les études prospectives (droite grise) et les essais cliniques (droite

rouge).

Mode d’action des statines — Les statines sont des inhibiteurs de THMGCR. Elles altérent la
structure de ’enzyme et empéchent la synthése endogeéne de cholestérol (Ma et al., 1986).
L’expression du gene HGMCR est sous la dépendance du facteur de transcription SREBP-2
(Sterol Regulatory Element Binding Protein). Des études du gene LDLR ont montré que celui-
ci présente aussi un site de reconnaissance au SREBP-2 (Brown and Goldstein, 1997). En
présence de cholestérol, le facteur de transcription SREBP-2 est ancré a la membrane du
réticulum endoplasmique par le complexe protéique Insig-1/Scap (Insulin induced gene-

1/SREBP cleavage activator protein). Ce complexe protéique constitue un senseur de la
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concentration en cholestérol dans la membrane du RE. Lorsque celle-ci diminue, Scap se
détache d’Insig-1 et entraine SREBP-2 vers le Golgi dans une vésicule a COPII. Dans le Golgi,
les protéases S1P et S2P clivent SREBP-2. SREBP-2 clivé est transloqué vers le noyau ou il se
fixe au promoteur et active I’expression de génes cibles comme le LDLR (Figure 13) (Horton
et al., 2002; Brown and Goldstein, 2009; Goldstein and Brown, 2009). En inhibant la synthése
endogéne du cholestérol, les statines induisent une baisse de la concentration intracellulaire en
cholestérol. Cette diminution aboutit & I’activation du facteur de transcription SREBP-2
entrainant 1’expression du géne LDLR. La surexpression du LDLR favorise a son tour la

diminution des taux de LDL-C plasmatiques.
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‘ .
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Réticulum s/ = 2
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Figure 13 : Activation de SREBP-2 apres déplétion en cholestérol (extraite de Foufelle et al.,
2005). En présence de cholestérol, SREBP-2 est ancré a la membrane du RE par le complexe
protéique Insig-1/Scap. Lorsque la concentration en cholestérol intracellulaire diminue, Scap

se detache d’Insig-1 et entraine SREBP-2 vers le Golgi dans une vésicule & COPII. Dans le
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Golgi, les protéases S1P et S2P clivent SREBP-2. SREBP-2 clivé est transloqueé vers le noyau

ou il se fixe au promoteur et active l’expression de genes cibles comme le LDLR.

Les statines sont généralement slres et bien tolérées. Cependant, certains patients sont
intolérants aux statines. Les effets secondaires les plus fréquents sont les douleurs musculaires,
crampes et dans des cas plus rares la survenue prématurée du diabéte de type 2 chez des
individus prédisposés (Toth et al., 2018a). Des traitements alternatifs sont élaborés afin de faire

diminuer le taux de cholestérol circulant de ces patients.

L’ézétimibe — En 2004, I’équipe du Dr. Grazanio a mis en évidence NPC1L-1 une protéine de
transport exprimée dans les entérocytes et au niveau des canalicules biliaires. NPC1L-1 posséde
un domaine senseur du cholestérol et facilite I’internalisation du cholestérol libre dans les
entérocytes et la réabsorption du cholestérol biliaire (Altmann et al., 2004; Phan et al., 2012).
Lorsque la concentration extracellulaire en cholestérol est élevee, NPC1L-1 capte le
cholestérol. Le complexe est internalisé par endocytose et stocké dans des compartiments de
recyclage de I’endocytose. Lorsque la concentration en cholestérol diminue, NPC1L-1 retourne
a la membrane plasmique et capte de nouvelles molécules de cholestérol (Phan et al., 2012).
L’ézétimibe est un composé chimique capable d’inhiber [’absorption intestinale et la
réabsorption biliaire du cholestérol en bloquant NPC1L-1 (Rosenblum et al., 1998). Il empéche
I’endocytose du transporteur (Figure 14). Ce traitement est généralement prescrit en

complément d’une statine.
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Figure 14 : Mode d’action de [’ézétimibe (extraite et traduite de Phan et al., 2012). L ézétimibe
est un inhibiteur compétitif du transporteur NPC1L-1. Il inhibe la réabsorption biliaire et

intestinale du cholestérol en empéchant [’endocytose de NPCIL-1.

Dans une méta-analyse regroupant 27 essais cliniques, ’effet d’un traitement a 10mg
d’ézétimibe en complément d’une statine a été évalué sur 21 000 patients. Les taux de LDL-C
des patients sous statine seule ont diminue de 23,6%. La supplémentation du traitement statine
par 10mg d’ézétimibe a induit une diminution plus marquée de 38,7% (soit 15,1% de baisse
supplémentaire). Chez les sujets avec un évenement cardiovasculaire documenté, 10,3% des
patients en monothérapie avec la statine ont atteint un LDL-C en dessous de 70mg/dL. La
combinaison de la statine et de I’ézétimibe a permis a 32,1% (+21,8%) des patients d’atteindre
ce seuil (Morrone et al., 2012). Dans 1’étude IMPROVE-IT, 18 144 patients hospitalisés pour
un éveénement vasculaire ont été recrutés. Le point final de 1’étude était la mort cardiovasculaire,
les infarctus du myocarde non fatal et les angors apres un suivi de 6 ans en moyenne. Ces
patients étaient sous 40mg de simvastatine seule ou supplémentée avec 10mg d’ézétimibe.
Parmi les patients sous simvastatine seule, 34,7% ont refait un événement cardiovasculaire

majeur. Dans le groupe de patients sous statine plus ézétimibe, 32,7% seulement ont refait un
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évenement cardiovasculaire majeur (Figure 15). L’ajout d’ézétimibe a diminué
significativement de 2% les événements cardiovasculaires. Le bénéfice de la supplémentation

en ézétimibe apparait apres 1 an de traitement (Cannon et al., 2015).
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100+ 40— P=0.016
Simvastatin monotherapy
90
30
80
704 20+ Simvastatin—ezetimibe
O\\o— 60_
) 10-
& 504
'.qé; 40_ 0 I I | | I I 1
> 0 1 2 3 4 5 6 7
30—
20
10-
0 T I T I I T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Years since Randomization
No. at Risk
Simvastatin— 9067 7371 6801 6375 5839 4284 3301 1906
ezetimibe
Simvastatin 9077 7455 6799 6327 5729 4206 3284 1857

Figure 15 : Efficacité de la supplémentation du traitement statine avec ézétimibe sur les
évenements cardiovasculaires (extraite de Cannon et al., 2015). La supplémentation en
ézétimibe du traitement des patients sous simvastatine induit une diminution supplémentaire de

2% le risque d’éveénements cardiovasculaires.

Les statines et I’ézétimibe sont les traitements de premicre et deuxieme intention dans le cadre
des maladies cardiovasculaires. Lorsque ces traitements ne permettent pas d’atteindre les
valeurs seuils de LDL-C, d’autres traitements peuvent étre envisagés comme 1’aphérése ou plus

récemment les inhibiteurs de PCSKO.
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[l.  Proprotein Convertase Subtilisin Kexin type 9

1. La découverte de PCSK9

L’hypercholestérolémie familiale (FH) est une maladie génétique a transmission autosomique
dominante caractérisée par des concentrations en LDL-cholestérol élevées dans le plasma et la
survenue d'événements cardiovasculaires prématurés. Jusqu'en 2003, les seuls genes connus
pour étre causativement impliqués dans I’hypercholestérolémie familiale étaient les genes
LDLR (FH1 localisé sur le chromosome 19) dans environs 90% des cas et APOB (FH2 localisé
sur le chromosome 2) dans un peu moins de 5% des cas (Brown and Goldstein 1974, Innerarity
1987). Il restait donc des patients FH pour lesquels aucune mutation sur le gene du LDLR ni sur
celui de 'APOB n'avait été trouvée. En investiguant une grande famille francaise (6 patients FH
et 25 apparentés normolipémiques), I'équipe du Pr. Catherine Boileau a exclu toute association
possible entre leur phénotype et les génes LDLR et APOB. L'absence d'anomalie du LDLR a
été confirmée par une série de tests de fonctionnalité sur les fibroblastes dermiques de ces
patients. Leurs cellules présentaient des capacités de liaison, d’internalisation et de dégradation
des LDL identiques a celles des témoins sains (Varret et al., 1999). Dans cette étude, un
déséquilibre de liaison significatif a été mis en evidence entre la présence du phénotype FH et
deux marqueurs microsatellites adjacents situés sur le chromosome 1 (1p34.1-p32), constituant

un intervalle de 9cM pour ce troisiéme locus (FH3) aprés ceux du LDLR et de I'APOB.

Le locus FH3 contient 41 genes dont le géne PCSK9 en position 1p32.3 qui code pour PCSK9,
initialement appelée  NARC-1 (Neural apoptosis regulated convertase 1). L’ADN
complémentaire de PCSK9 contient 3 617 paires de bases et code pour une protéine de 692
acides aminés. Il s'agit du neuvieme membre d'une famille de protéines originales, les

proprotéines convertases, des enzymes sécrétees et ayant pour fonction de générer toute une
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série de peptides bioactifs parmi lesquels des hormones peptidiques comme l'insuline et le

glucagon (Seidah et al., 2003).

Le séquencage des 12 exons de PCSK9 des membres de la premiere famille ainsi que d'une
autre famille francaise comprenant plusieurs individus FH pour lesquels aucune mutation du
LDLR et de I'APOB n'avait été trouvée par 1'équipe du Pr. Boileau, a permis d’identifier une
substitution de la thymine en adénine sur ’exon 2 en position 625 chez les seuls individus FH
de ces deux familles (\Varret et al., 1999; Abifadel et al., 2003). Cette mutation se traduit par
une substitution de la sérine, un résidu hautement conservé, par une arginine au codon 127
(S127R). De la méme maniére, le séquencage des 12 exons de PCSK9 dans une troisieme
famille FH3 a permis d'identifier une deuxieme mutation sur I'exon 4 de PCSK9 associée au
phénotype FH (Figure 16). Il s’agit d’une substitution de la thymine par une cytosine en
position 890 qui se traduit au niveau protéique par une substitution de la phénylalanine par une
leucine au codon 216 (F216L). Aucune de ces deux mutations n'a été retrouvee chez 100
individus normolipémiques (Abifadel et al., 2003). De tres nombreux autres mutants de PCSK9
causativement associes au phénotype FH dans d'autres familles, comme la mutation faux-sens
D374Y (l'acide aspartique en position 374 est remplacé par une tyrosine), ont depuis été
découverts (Timms et al., 2004; Dron and Hegele, 2017). Il n'en reste pas moins que le clonage
de PCSK9 par I'équipe du Pr. Seidah et la démonstration par I'équipe du Pr. Boileau d'une
association entre la présence de mutations sur PCSK9 et le phénotype FH dans trois familles
francaises FH3 sont a l'origine de la découverte d'un nouvel acteur majeur du métabolisme des

lipoprotéines et du cholestérol : PCSK9 (Lambert et al., 2012).
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Figure 16 : Analyse génétique et détection des mutations dans une des deux familles francaises
hypercholestérolémiques (extraite de Abifadel et al., 2003). L ‘analyse de séquence dans la 2°
famille a permis [’identification de la substitution de la thymine par une cytosine en position

890 donnant la forme F216L de PCSKO.
2. La génétique de PCSK9

Les mutations du LDLR qui réduisent I'épuration plasmatique des LDL ainsi que les mutations
de I'APOB dites "ligand binding defective" qui alterent I'affinité des particules de LDL pour le
LDLR provoquent lI'accumulation plasmatique de LDL caractéristique du phénotype FH. En

revanche, on ne connait pas en 2003 les mécanismes par lesquels des mutations faux-sens de
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PCSK9, qui constituent la troisieme et seule autre cause généetique connue de FH, augmentent

les taux circulants de LDL.

Les premiers indices concernant le mode d'action de PCSK9 sont issus d'observations faites
chez des souris auxquelles un vecteur adénoviral a été injecté au niveau hépatique leur
permettant de sur-exprimer PCSK9 (Benjannet et al., 2004; Lalanne et al., 2005; Maxwell and
Breslow, 2004; Park et al., 2004). La surexpression de PCSK9 a entrainé un doublement de la
concentration plasmatique en cholestérol de ces animaux se traduisant par un profil lipidique
similaire a celui de souris LDLR knockout caractérisé par une accumulation de LDL
plasmatiques sans changements significatifs des taux de HDL circulants (Figure 17). En
revanche, la surexpression de PCSK9 n’a pas provoqué de modification substantielle du profil
lipidique de souris LDLR knockout. Ces études ont montré une diminution drastique des
niveaux d'expression protéique du LDLR sans changement significatif des niveaux d’ARNm du
LDLR dans le foie des souris sur-exprimant PCSK9, ainsi qu'une diminution du catabolisme
des LDL plasmatiques (Maxwell and Breslow, 2004; Park et al., 2004; Lalanne et al., 2005). A
l'inverse, I’atténuation de l'expression de PCSK9 par ARN interférence dans une lignée
cellulaire hépatique humaine a augmenté les niveaux d'expression protéique du LDLR (Lalanne
et al., 2005). La génération de souris PCSK9 knockout en 2005 a permis d'établir que I'absence
totale de PCSK9 provoque une diminution de 53% des taux de cholestérol plasmatique, triple
I'expression protéique du LDLR au niveau du foie, et augmente le catabolisme des LDL

plasmatiques (Rashid et al., 2005).
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Figure 17 : La surexpression de PCSK9 entraine une augmentation du LDL-C de facon LDLR
dépendante (extraite de Maxwell and Breslow, 2004). La surexpression de PCSK9 chez des
souris au moyen d’adénovirus conduit a un profil lipidique similaire a celui des souris LDLR

knockout.

On pouvait donc supposer que les mutations de PCSK9 initialement associées au phénotype FH
étaient des mutations "gain de fonction” (GOF) puisque la surexpression de PCSK9 se traduisait
aussi par une augmentation des taux de LDL circulants (Cohen et al., 2005). Le phénotype des
souris PCSK9 knockout suggérait a contrario que des mutations "perte de fonction™ (LOF) de
PCSKQ puissent exister et étre a l'origine d’hypocholestérolémies génétiques, comme cela a été

décrit pour plusieurs mutations de I'Apo B (Burnett et al., 2003).

Afin de tester cette possibilité, I’équipe du Pr. Helen Hobbs a séquencé la région codante de
PCSKO9 chez les 128 individus qui présentaient les niveaux de LDL-cholestérol les plus bas
(<58 mg/dL) de la cohorte en population générale Dallas Heart Study (Cohen et al., 2005). Ce
séquengage a permis d’identifier 2 mutations non-sens sur PCSK9 présentes uniquement chez
quelques individus afro-americains : (i) une substitution de la cytosine 426 par une guanine qui
se traduit par I'introduction d’un codon stop en position 142 (Y142X) troquant 80% de la
protéine ainsi (ii) qu'une substitution de la cytosine 2037 par une adénine et se traduit par
I’insertion d’un codon stop en position 679 (C679X) qui tronque la protéine de 14 acides
aminés. lls ont ensuite déterminé la fréquence de ces mutations parmi les 1769 afro-américains
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de I'étude Dallas Heart Study et montré que la prévalence combinée de ces deux mutations était
de 1.8%. Les porteurs des mutations Y142X et C679X ont en moyenne des niveaux de LDL-C
de 63+23 mg/dL alors que les non-porteurs ont un LDL-C de 105+37 mg/dL, leurs
concentrations plasmatiques en triglycérides et en HDL-C restant similaires (Cohen et al.,

2005).

Dans une cohorte prospective d'étude de l'athérosclérose, I'Atherosclerosis Risk in Communities
(ARIC), l'équipe du Pr. Hobbs a identifié 85 porteurs d'une de ces deux mutations “perte de
fonction" qui présentaient des taux de LDL-C de 100+43 mg/dL alors que les 3 278 non-
porteurs avaient en moyenne un taux de LDL-C de 138+42 mg/dL (Cohen et al., 2006). Parmi
ces individus, tous afro-ameéricains, aucun ne prenait de traitement hypolipémiant ou n‘avait fait
d'événement vasculaire a l'inclusion dans I'étude ARIC. Comme ils avaient été suivis pendant
15 ans pour la survenue d'événements cardiovasculaires, les auteurs de cette étude ont pu établir
que seulement 1,2% des porteurs de ces mutations "perte de fonction” sur PCSK9 avaient fait
un évenement vasculaire alors que cette prévalence était de 9,7% parmi les non-porteurs
(Figure 18). Dans cette méme etude une autre mutation "perte de fonction” de PCSK9 a été
identifiée. Il s'agit d’une mutation faux-sens caractérisée par une substitution de la guanine 137
par une thymine (G137T) induisant au niveau protéique 1’ajout d’une leucine en position 46 a
la place d’une arginine (R46L). La prévalence de la mutation R46L est de 3,2% chez les
caucasiens et se traduit par une réduction des niveaux circulants de LDL-C de 15% en moyenne
ainsi qu’une diminution de 47% du nombre d'événements cardiovasculaires (Cohen et al.,

2006).
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Figure 18 : Distribution des taux de cholestérol plasmatiques et incidence des maladies
cardiovasculaires chez les porteurs de mutations 142X ou 679X et les individus non mutés sur
PCSKO9 (extraite de Cohen et al., 2006). Dans la cohorte prospective ARIC, les porteurs des
mutations 142X et 679X présentaient des taux de LDL-C circulants plus bas que les non
porteurs de la mutation. Parmi les porteurs des mutations LOF de PCSK9, 1,2% avaient fait
un événement cardiovasculaires. Cette prévalence était de 9,7% chez les non porteurs de la

mutation.

L'ensemble de ces premiéres études a permis de déterminer que PCSK9 agissait comme un
antagoniste de l'expression du LDLR et surtout que l'absence ou la perte de fonction de PCSK9
abaissait les niveaux circulants de LDL-C ce qui conférait aux individus porteurs une cardio-
protection. Grace a ces études, PCSK9 est passé de troisiéme cause génétique de
I'hypercholestérolémie familiale au statut de cible thérapeutique de tout premier ordre

(Lambert, 2007).
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3. Expression et mode d'action de PCSK9

Trois ans apres sa découverte, PCSK9 est devenu une cible thérapeutique. Cependant, les
connaissances sur cette protéine restaient trés limitées. Le profil d’expression et le mécanisme

d'action de PCSK9 n'étaient pas élucidés.

Expression de PCSK9 - La distribution tissulaire de PCSK9 a été decrite initialement par
I’équipe du Pr. Nabil Seidah (Seidah et al., 2003). Ainsi, I'ARNm de PCSK9 a été détecté par
hybridation in situ au niveau du télencéphale, du cervelet, du foie, du rein et de l'intestin gréle
d'embryons de souris. L'expression de PCSK9 mesurée par Northern blot dans des tissus de rats
adultes était abondante au niveau du foie, du duodénum, et de I'iléon. L'ARNmM de PCSK9 était
aussi présent dans plusieurs lignées cellulaires d’hépatomes comme les HepG2, de cellules de
Schwann, de cellules pancreatiques de rat ou de souris, de carcinomes coliques, et de cellules
neuro-épithéliales (Seidah et al., 2003). Ces observations initiales ont été confirmées par RT-
PCR (Real-Time Polymerase Chain Reaction) dans une étude démontrant que le foie est de loin
le premier lieu d'expression de PCSK9 (Figure 19), suivi par l'intestin et des sites d'expression
mineurs comme le rein et le cervelet (Zaid et al., 2008). D'autres études du profil d’expression
de PCSK9 dans certains tissus ont cependant souvent échoué a démontrer la localisation exacte
de I'expression de PCSKO9. A titre d'exemple, au niveau pancréatique, deux équipes ont mis en
évidence la présence de PCSK9 dans les cellules & des ilots de Langerhans alors qu'une autre
équipe a localisé PCSK9 au niveau des cellules B pancréatiques (Langhi et al., 2009; Mbikay et

al., 2010; Da Dalt et al., 2018).
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Figure 19 : Expression de I’ARNm de PCSK9 dans des tissus murins (extraite de Zaid et al.,
2008). L expression de I’ARNm de PCSK9 a été évaluée dans plusieurs tissus murins par RT-

PCR. Les principaux sites d’expression sont le foie, [’intestin et le rein.

PCSK9, une protéine sécrétée - Afin d'investiguer le mode d'action de PCSKO, cette protéine
a été surexprimee par transfection dans plusieurs lignées cellulaires et la diminution de
I'expression du LDLR a été mesurée par western blot (Benjannet et al., 2004; Park et al., 2004;
Lalanne et al., 2005; Maxwell et al., 2005; Benjannet et al., 2006; Cameron et al., 2006).
L'ensemble de ces études montrent deux aspects majeurs de la biologie de PCSK9 : elle est
exprimeée sous la forme d'un précurseur (pro-PCSK9) de 72kDa qui subit un clivage générant
la forme mature de PCSK9 (62kDa) qui est sécrétée dans le surnageant cellulaire (Park et al.,
2004; Benjannet et al., 2004, Lalanne et al., 2005; Maxwell et al., 2005; Benjannet et al., 2006;
Cameron et al., 2006). Par ailleurs, la réalité de la sécrétion de PCSK9 a des niveaux
physiologiques a été mise en évidence par des expériences de pulse-chase dans la lignée
d'hépatome HepG2 (Lagace et al., 2006). La forme mature de PCSK9 a également été détectée

dans le plasma humain aprés immuno-précipitation (Benjannet et al., 2006). Pour vérifier si
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PCSKO9 fonctionne en tant que protéine sécrétée, des souris transgeniques ont été générées. Ces
souris expriment PCSK9 humain sous la dépendance du promoteur de I'Apo E qui est foie
specifique. En ligne avec les études initiales, la surexpression de PCSK9 entraine une
augmentation de la concentration plasmatique en LDL-C et une diminution des niveaux
d'expression hépatique du LDLR chez ces souris qui présentent un profil lipidique similaire a
celui des souris LDLR knockout (Benjannet et al., 2004; Maxwell and Breslow, 2004; Park et
al., 2004; Lalanne et al., 2005; Lagace et al., 2006). En effectuant une élégante série
d'expériences de parabioses, c'est a dire en permettant des échanges plasmatiques directs entre
souris sur-exprimant PCSKO et souris témoins, I'équipe du Pr. Horton a démontré que le plasma
des souris transgeniques avait la capacité de réduire I'expression du LDLR chez les souris
témoins parabiosees et d'augmenter leur cholestérolémie (Lagace et al., 2006). Cette
observation a été confirmée par une étude in vitro montrant que le surnageant de cellules sur-
exprimant PCSK9 avait la capacité de diminuer I'expression du LDLR a la surface de cellules
témoins (Cameron et al., 2006). PCSK9 agit donc clairement sur I'expression du LDLR de
maniére endocrine. La génération de souris PCSK9 knockout conditionnelles dont I'expression
de PCSKO a été invalidée au niveau des hépatocytes seuls a permis de montrer que le foie était
la source quasi exclusive (>99%) de PCSK9 circulant in vivo (Lagace et al., 2006). En revanche,
contrairement aux souris PCSK9 knockout "total” qui ont une diminution de 42% du cholestérol
plasmatique par rapport aux souris sauvages, les souris PCSK9 knockout "foie™ ont une
cholestérolémie réduite de 27% seulement, suggérant que PCSK9 n'agit pas uniquement sous
sa forme circulante et/ou que I'expression non-hépatiqgue de PCSK9 joue un rble non

négligeable.

PCSKQ : un biomarqueur circulant ? - Etant donné que PCSKO est une protéine sécrétée dont
le role est de réduire de 1’expression du LDLR, il a été envisagé que les niveaux circulants de

PCSKO9 puissent étre mesurés dans le plasma humain et servent de biomarqueur de I’abondance
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du LDLR a la surface des cellules des individus. Le développement de tests ELISA pour
mesurer PCSK9 a été entrepris simultanément par quatre équipes de recherche. Les premiers
dosages plasmatiques de PCSK9 ont donné des résultats tres variables. Ainsi le dosage de
PCSKO9 réalisé sur 72 volontaires donne des valeurs comprises entre 50 et 600 ng/mL (Lagace
et al., 2006). D’autres ont dosé PCSK9 plasmatique entre 11 et 115 ng/mL chez 55 donneurs
sains, entre 420 et 13390 ng/mL dans une population de 182 individus normolipémiques et entre
100 et 9300 ng/mL dans une population de 115 patients diabétiques (Alborn et al., 2007; Mayne
et al., 2007; Lambert et al., 2008). La concentration moyenne de PCSK9 plasmatique dans la
population générale a été estimée a 200ng/mL (Shapiro et al., 2018). Malgré ces variations de
concentrations, I’ensemble de ces études fait ressortir une corrélation positive entre PCSK9 et
le LDL-C et le cholestérol total, avec des coefficients de corrélation "r" compris entre 0,15 et
0,58 selon les études (Alborn et al., 2007; Lambert et al., 2008; Chan et al., 2009; Cui et al.,
2010; Dubuc et al., 2010; Welder et al., 2010; Awan et al., 2012). De méme, une corrélation
positive de méme amplitude entre PCSK9 et le LDL-C a été montrée chez des sujets controles
comparés a des patients hypercholestérolémiques familiaux hétérozygotes (Lambert et al.,
2014). A Tinverse, une corrélation négative entre PCSK9 et le HDL-C n’est pas toujours
verifiée, certaines études la faisant ressortir et d’autres pas (Lakoski et al., 2009; Cui et al.,
2010; Kappelle et al., 2011; Kwakernaak et al., 2012; Lambert et al., 2014; Chan et al., 2016).
On trouve parfois une corrélation positive entre PCSK9 et triglycérides (Cui et al., 2010;
Kappelle et al., 2011; Lakoski et al., 2009). L’épaisseur intima-meédia de la carotide, marqueur
de I’athérosclérose, corréle aussi avec PCSK9 dans plusieurs études (Chan et al., 2016; Lee et
al., 2013). De plus, certaines études établissent des corrélations entre PCSK9 et des paramétres
autres que les lipides comme le DT2, les indices glycémiques tels que le HOMA-IR, la glycémie
a jeun et I’insulinémie a jeun (Lakoski et al., 2009; Cariou et al., 2010; Cuiet al., 2010; Kappelle

etal., 2011; Chanetal., 2016). Les données sur I’hémoglobine glyquées (HbA1c), biomarqueur

46



Proprotein Convertase Subtilisin Kexin type 9

permettant d’estimer la glycémie des 3 derniers mois, sont quant-a-elles conflictuelles, certaines
études montrant une corrélation avec PCSK9 tandis que d’autres pas (Cariou et al., 2010;
Noguchi et al., 2011). Chez des patients dyslipidémiques diabétiques ou avec un métabolisme
glucidique altéré, les corrélations entre PCSK9 et le LDL-C, la glycémie a jeun, I’'HbAlc,
I’insulinémie a jeun, et I’indice HOMA-IR sont conservees (Brouwers et al., 2011; Noguchi et
al., 2011). Chez des sujets obéses, on retrouve une association entre PCSK9 et le LDL-C ainsi
que les triglycérides (Kwakernaak et al., 2012). Il apparait ainsi que la mesure des taux de
PCSKO9 circulant soit un bon outil d'investigation en recherche. Etant donné la faiblesse des
niveaux de corrélation entre PCSKO et certains parametres du métabolisme glucido-lipidique,
au premier rang desquels on trouve le LDL-C, la mesure de PCSK9 n'est pas un outil
diagnostique d'évaluation de I'activité du LDLR ni un biomarqueur de risque cardiovasculaire.
Mesurer la concentration de PCSK9 dans le plasma reste donc a ce jour uniquement un

instrument de recherche épidémiologique.

La Régulation de PCSK9 ou le paradoxe des statines — En 2003, 1’équipe des professeurs
Brown et Goldstein s’interroge sur les cibles directes des facteurs de transcription de la famille
SREBPs. L’expression du LDLR est, principalement, sous la dépendance du facteur de
transcription SREBP-2. Lorsque la concentration en cholestérol dans la membrane du réticulum
endoplasmique diminue une série de réactions aboutit au clivage de SREBP-2 qui est alors
transloqué au noyau et active ’expression de génes cibles comme ’HMGCR et le LDLR
(Figure 13) (Foufelle et al., 2005). Les statines inhibent ’'HMG-Co0A réductase lors de la
synthése endogene de cholestérol. Cette inactivation entraine une augmentation de 1’expression
de SREBP-2 et donc du LDLR favorisant une diminution des taux de LDL. En utilisant des
souris knockout pour Scap ou sur-exprimant Srebp-2, 1’équipe des Pr. Brown et Goldstein a pu
identifier au moyen de puces a ADN une expression augmentée de 505 genes et une expression

diminuée de 343 génes dans le foie des souris Srebp-2 et Scap knockout, respectivement. Parmi,
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I’ensemble de ces génes, 33 étaient surexprimés chez les souris transgéniques SREBPs et
diminués chez les souris knockout Scap. Cette combinaison fait de ces 33 genes des cibles
directes des SREBPs. Pcsk9 figurait parmi ces cibles identifiées (Horton et al., 2003). En
parallele, I’équipe du Pr. Breslow travaillait sur la régulation des SREBPs par une alimentation
riche en cholestérol (0% vs 0,5% dans un modele murin). De la méme fagon, 1'utilisation de
puces a ADN et de souris transgéniques a permis d’identifier un ensemble de genes régulés par
les SREBPs dont Pcsk9 (Maxwell et al., 2003). En amplifiant la région 5’ contenant le
promoteur du gene de PCSKO9, I’équipe du Pr. Wook Park a identifié la présence d’une séquence
SRE (Sterol regulatory element) 5’-GTGGCGTGAT-3" en position -346, site auquel se fixe
SREBP-2 (Dubuc et al., 2004; Jeong et al., 2008). La séquence est identique a la séquence SRE
retrouvée dans le promoteur du LDLR (Costet et al., 2006; Jeong et al., 2008). Sur gel retard, la
forme nucléaire de SREBP-2 est capable de se fixer spécifiquement sur la séquence SRE du
promoteur de PCSK9. En analysant le profil d’expression des génes murins aprés un régime
riche ou non en cholestérol, il s’avere que I’expression de Pcsk9 est contrdlée majoritairement

par Srebp-2 dans le foie (Jeong et al., 2008).

Dans I’étude du promoteur de PCSKO9, un site de liaison au facteur nucléaire Y a été identifié
entre la position -613 et le site d’initiation de la transcription (Dubuc et al., 2004). La délétion
de 41 paires de bases entre -392 et -352 entraine une perte d’effet de la berberine sur
I’expression du promoteur de PCSK9 (Li et al., 2009). La berberine est un composé naturel
connu pour augmenter I’expression du LDLR et faire diminuer les taux de LDL-C. Elle inhibe
¢galement 1’expression de PCSK9 au niveau ARNm et protéique in vitro (Koppen et al., 2017,
Li et al., 2009). L’analyse de cette séquence identifie un site de liaison du facteur de
transcription HNF1a entre -386 et -374 sur le promoteur de PCSK9. La mutation de ce site
diminue I’effet de la berberine de 73% (Li et al., 2009). HNF1a est un facteur de transcription

que I’on retrouve principalement au niveau hépatique. Il est connu pour réguler plusieurs genes
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dans le foie et le pancréas. HNFla régulerait au moins 222 et 106 génes cibles au niveau
hépatique et pancréatique, respectivement (Odom et al., 2004). L’ensemble de ces résultats
montrent, qu’en plus de SREBP-2, HNF1a est un régulateur majeur de I’expression génique de

PCSK9 (Dong et al., 2010).

En 2004, une autre étude révéle qu’'un traitement d’hépatocytes avec 10uM d’atorvastatine
entraine une augmentation de I’expression de PCSK9 d’un facteur 11 comparé a la condition
contrdle tandis que 1’expression du LDLR n’augmente que d’un facteur 6. Cet effet est
contrecarré par le produit de la réaction enzymatique catalysée par ’THMG-CoA réductase, le
mévalonate (Figure 20) (Dubuc et al., 2004). De plus, I’inactivation de Pcsk9, chez des souris,
entraine une diminution des taux de cholestérol circulant et les rend plus sensibles aux statines
(Rashid et al., 2005). Chez 9 sujets présentant des mutations LOF sur le gene de PCSK9 (R46L,
G106R, R237W et N157K), la réponse aux statines est également augmentée (Berge et al.,
2006). A T’inverse, les sujets porteurs de la mutation GOF D374Y semblent résistants aux
statines (Naoumova Rossi P. et al., 2005).
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Figure 20 : L’expression de PCSK9 par des hépatocytes HepG2 est augmentée aprés un
traitement a [’atorvastatine (extraite de Dubuc et al., 2004). Le traitement d’hépatocytes avec
10uM d’atorvastatine entraine une augmentation de [’expression de PCSK9 d’un facteur 11
Comparé a la condition controle tandis que [’expression du LDLR n’augmente que d 'un facteur

6. L’ajout de mévalonate abolit ’effet de la statine.

Au niveau clinique, aprés 16 semaines de traitement a 10 mg/jour d’atorvastatine, les taux
plasmatiques en LDL-C de patients (n=7) diminuent de 30% et les taux de PCSK9 restent
inchangés. On pourrait penser que I’augmentation de la dose de statine favoriserait une
diminution plus importante des taux de LDL-C. Cependant, un traitement a 40 mg/jour
d’atorvastatine n’induit une diminution supplémentaire des taux de LDL-C plasmatique que de
12%, soit 42% au total (n=12). En revanche, la concentration de PCSKO9 circulant augmente de
34% (Careskey et al., 2008). Plusieurs analyses de cohortes montrent une augmentation de
PCSKQ apres traitement avec une statine (Tableau 3) (Nozue, 2017). Une étude rapporte que
I’utilisation de statine a forte dose fait perdre la corrélation entre PCSK9 et LDL-C (\Welder et

al., 2010).
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Effect of statins on circulating PCSK9 levels

Tvpes of statin - Dose (mg/day) Duration of treatment % change in PCSK9 Author (reference)

Aforvastatin 10 1 day 13% Guo (39)
10 1 day 24% Costet (38)
10 4 weeks 3.70% Guo (39)
10 6 wesks T40% Mayne (37)
10 G weeks 14% Costet (38)
10 & weeks 7.20% Guo (39)
10 16 weelks 19% Khera (40
20 4 weeks 30%% Guo (39)
20 & weeks 3% Guo (39)
20 Ewesks 39% Guo (98)
40 12 weeks 38% Tremblay (29)
Al 16 weels 34% Careskey (13)
30 1 day 27% Guo (39}
30 4 weeks En- Raal (42)
30 16 weeks 27% Khera (40)
0 16 weeks 47% Welder (33)
Simvastatin 10 6 weeks no change Lakosk: (21}
20 16 weeks 13% Ehera (407
40 14 dayz 68% Berthold (41)
30 16 weeks 41% Khera (40}
Fosuvastatin 20 1 vear 28-33% Avvan (22)
40 4 weeks En Faal (42)
Pitavastatin 4 £ months 31% Nozue (43)
Pravastatin 20 & monthz 34% MNozue (43)

PCSKD; proprotein convertaze subtilisin'kexin type 9.

Tableau 3 : Effet des statines sur les niveaux circulants de PCSK9 (extrait de Nozue, 2017).
Les statines induisent une augmentation de la sécrétion de PCSK9 décrite dans plusieurs

études.

Les statines entrainent la surexpression du LDLR en activant SREBP-2 ; c’est ce qui entraine
la diminution des taux de LDL-C. Il s’avére que PCSK9 est également sous le contrdle de ce
méme facteur de transcription. Ainsi, les statines augmentent 1’expression du LDLR mais aussi

celle de PCSK9, son inhibiteur (Figure 21) (Sahebkar et al., 2015). Il en résulte au niveau
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thérapeutique que I’augmentation de la dose de statine n’est pas proportionnelle & la diminution

des taux de LDL-C. Cette diminution est amoindrie par PCSK9. C’est le paradoxe des statines.

?
4
1‘\
P

1 pesko

Figure 21 : Le paradoxe des statines (extraite et traduite de Sahebkar et al., 2015). Les statines
entrainent la surexpression du LDLR en activant SREBP-2. PCSK9 est également sous le
contrble de SREBP-2. Ainsi, les statines augmentent [’expression du LDLR mais aussi celle de
PCSKY, son inhibiteur. L’augmentation de la dose de statine n’est pas proportionnelle a la

diminution des taux de LDL-C a cause de PCSKO9.

La biologie de PCSK9 — Les premiers indices de ’activité physiologique de PCSK9 viennent
des mutations « gain de fonction » de PCSK9 causant I’hypercholestérolémie familiale
(Abifadel et al., 2003). Par la suite, des études ont montré que la surexpression de PCSK9 réduit
I’abondance du LDLR au niveau des hépatocytes (Lalanne et al., 2005; Maxwell et al., 2005;
Park et al., 2004). A T’inverse, les individus porteurs de mutation non-sens ou faux sens de

PCSKO présentent des taux plasmatiques de LDL-C bas (Cohen et al., 2005, 2006). Ces données
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génétiques indiquent clairement que la fonction de PCSK9 est de réguler négativement

I’abondance du LDLR.

PCSK9 est une protéase a sérine de 692 acides aminés synthétisée au niveau du RE sous la
forme d’un précurseur pro-PCSK9 de 72kDa. La proprotéine est composée d’un peptide signal
(résidus 1-30), d’un prodomaine (résidus 31-152), d’un domaine catalytique comprenant la
triade catalytique N186 H226 et S386 (résidus 153-451) et d’un domaine C-terminal (452-692)
(Blanchard et al., 2018; Lambert et al., 2012). Lors de sa synthese, pro-PCSK9 subit un clivage
intramoléculaire autocalytique entre les résidus glutamine 152 et sérine 153 dans le réticulum
endoplasmique pour former PCSK9 mature de 62kDa (Li et al., 2007; McNutt et al., 2007). Le
prosegment clive agit comme un inhibiteur du domaine catalytique et comme une chaperonne
assurant le bon repliement et la sortie du RE de PCSK9 mature. Aprés clivage, le prodomaine
forme des liaisons hydrogénes avec le domaine catalytique qui ne subit pas de second clivage
comme pour les autres convertases. L’encombrement stérique du domaine catalytique de
PCSK9 empéche toute autre réaction enzymatique avec de potentiels substrats. La capacité de
PCSKQ9 a dégrader le LDLR est donc indépendante de I’activité catalytique (Poirier and Mayer,

2013).

En 2006, le mécanisme par lequel PCSK9 dégrade le LDLR n’est pas connu. Les prémices du
mode d’action de PCSK9 seront établis par 1’équipe du Pr. Horton (Lagace et al., 2006). Apres
avoir démontré, in vitro, que ’ajout de PCSK9 exogene sur des hépatocytes réduit I’expression
du LDLR, cette équipe a souhaité déterminer si ’association de PCSK9 ou son internalisation
est dépendante du LDLR. Pour cela, ils ont utilisé des fibroblastes d’embryon de souris (MEFS).
L’ajout de PCSK9 sur des MEFs dérivés de souris sauvages ou Ldlr knockout montre que
PCSK9 est capable de s’associer avec les MEFs sauvages mais pas avec les MEFs Ldlr
knockout (Figure 22). Des observations microscopiques ont permis de mettre en évidence que

PCSKQ est internalisé avec le LDLR et dirigé vers les endosomes/lysosomes (Lagace et al.,
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2006). Au niveau hépatique, il est connu que 1’endocytose du LDLR nécessite une protéine
adaptatrice LDLRAPI (LDLR adaptor protein) qui lorsqu’elle est mutée cause
I’hypercholestérolémie familiale autosomique récessive (ARH) (Garcia et al., 2001). Cette
protéine se lie au domaine intracellulaire du LDLR et a la clathrine. Cette méme equipe a montré
au moyen d’hépatocytes primaires murins knockout pour le Ldlrapl que I’internalisation mais
pas I’association de PCSK9 au LDLR est dépendante de LDLRAPL (Lagace et al., 2006). En
2007, I’équipe du Pr. Hobbs montre par une série de délétions de domaines conservés sur le
LDLR que PCSK9 s’associe au LDLR au niveau du domaine EGF-A (Zhang et al., 2007). Les
mécanismes précis de I’internalisation du complexe PCSK9-LDLR ne sont pas totalement
élucidés a ce jour. Une étude suggere que la présentation de PCSK9 au LDLR serait dépendante
des héparanes sulfates protéoglycanes (HSPG) (Gustafsen et al., 2017). En 2019, I’équipe du
Pr. Kim a proposé un nouveau mécanisme d’internalisation du complexe PCSK9-LDLR. En
absence de PCSKO9, le LDLR et la particule de LDL rentrent dans la cellule par endocytose
dépendante de la clathrine. Lorsque PCSK9 est présent, celui-ci interagirait avec CAP1
(cyclase-associated protein 1) et orienterait le complexe vers une endocytose dépendante de la

cavéoline (Jang et al., 2020).
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Figure 22 : L’endocytose de PCSK9 est dépendante du LDLR (extraite et adapté de Lagace et
al., 2006). PCSK9 est retrouvé de fagon dose dépendante dans les extraits cellulaires de MEFs

dérivés de souris sauvages mais pas dans les extraits cellulaires de MEFS Ldlr knockout.
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Deux voies de dégradations du LDLR médiées par PCSK9 ont été décrites : la voie
extracellulaire qui semble majoritaire et la voie intracellulaire. Au niveau extracellulaire, a la
membrane plasmique (a pH neutre), le domaine catalytique de PCSK9 interagit avec le domaine
EGF-A du LDLR. Apres endocytose, le pH acide de la vésicule favorise une augmentation de
I’affinité de PCSK9 pour le LDLR (Fisher et al., 2007). Le prodomaine de PCSKO9 établit quant
a lui des liaisons salines avec le LDLR et le bloque dans une conformation « ouverte ». Le
recyclage et le retour & la membrane du LDLR nécessite une conformation « fermée » au niveau
de I’endosome. PCSK9 empéche le récepteur de retrouver une conformation « fermée » et
I’oriente donc vers une dégradation lysosomale (Figure 23) (Fisher et al., 2007). Au niveau
intracellulaire, PCSK9 peut interagir avec le LDLR lors de sa synthese dans le RE puis dans
I’appareil de Golgi et le diriger comme précédemment vers une dégradation lysosomale.
GRP94, une protéine résidente du RE inhibe la dégradation intracellulaire du LDLR induite par
PCSKQ en permettant la ségrégation de PCSK9 et du LDLR néo-synthetises dans le RE (Figure

23) (Poirier et al., 2015).
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Figure 23 : Mécanisme de dégradation du LDLR par PCSK9 (extraite et adaptée de Lambert
et al., 2012). Apres sa sécrétion, le domaine catalytique de PCSK9 interagit avec le domaine
EGF-4 du LDLR induisant [’endocytose du complexe. Le pH acide de la vésicule favorise une
augmentation de l’affinité de PCSK9 pour le LDLR. Le prodomaine de PCSKY établit quant a
lui des liaisons salines avec le LDLR et le bloque dans une conformation « ouverte ». Le
recyclage et le retour a la membrane du LDLR nécessite une conformation « fermée » au niveau
de ’endosome. PCSK9 empéche le récepteur de retrouver une conformation « fermée » et
[’oriente vers une dégradation lysosomale. PCSK9 peut interagir avec le LDLR lors de sa
synthése dans le RE puis dans [’appareil de Golgi et le diriger comme précédemment vers une

dégradation lysosomale.

Ainsi, PCSK9 est un inhibiteur circulant et naturel du LDLR. Il empéche son recyclage a la
membrane et I’oriente vers une dégradation endolysosomale. Il existe un autre inhibiteur naturel
du LDLR, I’E3 ubiquitine ligase IDOL (Inducible Degrader Of the Low density lipoprotein
receptor) qui agit spécifiquement au niveau intracellulaire (Zelcer et al., 2009; Zhang et al.,

2012a).

4. Les inhibiteurs de PCSK9

PCSKQ est une protéine sécrétée qui empéche le recyclage a la membrane du LDLR (Lagace et
al., 2006). Les mutations sur PCSK9 peuvent étre a 1’origine d’hypercholestérolémie, et donc
de maladies cardiovasculaires, ou d’hypocholestérolémie. Le traitement le plus efficace dans le
cadre des maladies cardiovasculaires est la prescription de statines (Dadu and Ballantyne,
2014). Néanmoins, dans certains cas 1’action de ces hypocholestérolémiants est limitée chez
certains individus intolérants aux statines ou a cause du « paradoxe des statines » (Cannon et
al., 2004; Avis et al., 2010). Ces observations ont fait de PCSK9 une cible thérapeutique

d’intérét majeur concernant la réduction des taux de LDL-C circulants. Plusieurs stratégies
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d’inhibition de PCSK9 ont été mises en place. Parmi celles-ci, on peut distinguer les « gene-
silencer », les petites molécules inhibitrices comme les peptides mimétiques ou les adnectines,

les vaccins et les anticorps monoclonaux (Dadu and Ballantyne, 2014; Lambert et al., 2012).

Gene-silencing par oligonucléotides anti-sens — Dans une premiere étude dirigée par le Pr.
Horton, des souris déficientes pour le géne Pcsk9 ont été générées. La délétion de la moitié de
I’exon 2 jusqu’a I’exon 4 du gene a provoqué une augmentation d’un facteur 2,8 des taux
protéiques de LDLR favorisant une clairance des lipoprotéines a Apo B cing fois plus efficace
comparée aux souris sauvages (Rashid et al., 2005). En lien avec cette étude et les données
épidemiologiques, les premiéres stratégies visant a inhiber PCSK9 ciblaient sa synthese. La
compagnie Isis Pharmaceuticals a mis au point des oligonucléotides anti-sens (ASO). 11 s’agit
de petites séquences nucléotidiques complémentaires de I’ARN messager de PCSK9 qui
empéchent la traduction de la protéine et donc sa synthése. Deux injections par semaine du plus
efficace d’entre eux a des souris hyperlipémiques a atténué 1’expression de I’ARNmM de Pcsk9
de 92%. Cette réduction a été accompagnée d un doublement de I’abondance du LDLR et d’une
diminution de 33% des taux de LDL (Graham et al., 2007). Des résultats similaires ont été
observés sur des lignées d’hépatocytes humains et des souris avec un ASO de Santaris Pharma.
Son administration a provoqué une baisse de 60% de I’expression de I’ARNm de Pcsk9 et une
hausse des taux protéiques du LDLR de 2,5 a 3 fois (Gupta et al., 2010). L’injection des ASOs
de Santaris Pharma a des singes a engendré une diminution de 85% de I’expression de I’ARNm
de PCSK9 qui se traduit par une décroissance de 50% des taux de LDL (Lindholmet al., 2012).
Ces résultats prometteurs ont permis & 1I’ASO de Santaris Pharma SPC5001 d’étre testé en essai
clinique de phase I. Cependant, I’essai a été terminé a cause de réaction sur le site d’injection

et de toxicité rénale (van Poelgeest et al., 2015).

Gene silencing par small interfering RNA — Une autre stratégie d’inhibition de PCSK9

consiste en I’utilisation de petits ARN interferants (sSiRNA) administrés par voie intraveineuse
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sous la forme de nanoparticules lipoides (LNP). Cette technologie a été développée par Alnylam
Pharmaceuticals. L’incorporation du siRNA LNP-PCS dans les nanoparticules permet de cibler
les hépatocytes, in vivo, et d’amoindrir la toxicité des particules. L’injection de la 2° génération
du siRNA LNP-PCS-A2 a la dose de 5mg/kg chez des souris a permis une diminution de 60-
70% de I’expression de I’ARNm de Pcsk9 associée a une baisse de 30% du cholestérol total.
Chez le rat, des tendances similaires ont été observées. Une forme modifiée du siRNA, LNP-
PCS-C2, qui cible uniquement le géene PCSK9 humain a été administrée a des souris
transgéniques exprimant PCSK9 humain. LNP-PCS-C2 a atténué de 70% I’expression de
PCSK9 (Frank-Kamenetsky et al., 2008). Ces résultats donneront lieu a 1’élaboration
d’Inclisiran (ALN-PCSsc) par Alnylam Pharmaceuticals. 11 s’agit d’un siRNA synthétique
injecté en sous-cutané dirigé contre PCSK9. Le siRNA est conjugué a des carbohydrates N-
acetylgalactosamine tri-antennaires rendant I’internalisation de ces SIRNA trés spécifique au
niveau des hépatocytes. En effet, ces carbohydrates se lient aux récepteurs asialo-
glycoprotéines exprimés majoritairement par les cellules hepatiques (Fitzgerald et al., 2017).
Inclisiran est testé dans le programme d’essai clinique ORION. Lors de la phase I, 501 patients
avec un LDL-C supérieur a 70mg/dL ou 100mg/dL sous dose maximale de statine ont été
recrutés. De fagon randomisée, certains patients ont recu une dose d’Inclisiran au 1¥ jour et
d’autres en ont regu 2 doses aux 1° et 90° jours, respectivement. Le point final principal de
I’étude était le pourcentage de variation en LDL-C du 1* jour au 360° jour. Il en ressort que
I’injection de la dose maximale de 500mg induit une diminution de 70% de PCSK9 au bout de
14 jours. Cette injection a abouti a une réduction de 29,7% de PCSK9 au bout de 360 jours
correspondant a une baisse de 21,6% du taux de LDL-C. L’injection de deux doses d’Inclisiran
a la dose maximale de 300mg a induit une diminution de 65% de PCSK9 au 14° jour et une

diminution de 75% au 120° jour. Il en résulte une baisse de PCSKO9 finale de 37,7% aprés 360
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jours correspondant a une réduction de 31,4% du taux de LDL-C (Figure 24) (Ray et al.,

2019a). Les essais cliniques de phase III d’Inclisiran sont actuellement en cours.

El Change in PCSK9, single dose Change in LDL-C, single dose
204 ® Placebo 104 ® Placebo
4 200 mg & 200 mg
104 +
/%__ e 3 300 mg o - ’E‘ T — _IJ_ 300mg
- e f\;/ i — + 500 mg 2 \Vf —r +500mg

-104
-204 30+
-304

Change, %
Change, %

a0 -30+
-50 -40 4

-604
-50+

-704

-B0-— T T T T T T T T T T T T T -60+— T T T T T T T T T T T T T
0 14 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 0 14 30 60 90 120 150 18O 210 240 270 300 330 360

Time, d Time, d
[c] changein PCSKS, 2 doses [D] change in LDL-C, 2 doses
20 # Placebo 104 ® Placebo
4 100mg 4 100 mg
104 4}/;\ I S
200mg 0 4 — T 200 mg
0 = ¥ f’JE\ =3 +300mg r\f’ff T +300mg
104 -10-
-20 204

-304

Change, %
Change, %

-404
-50
-60

-704

-80

6 1‘4 3‘0 6‘0 BID 12"0 ].ISU léﬂ 2i0 2:10 2%0 3[‘)0 33‘0 3é0 o 14 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
Time, d Time, d

Figure 24 : Effet d’Inclisiran sur PCSK9 et le LDL-C aprés une ou deux injections (extraite de
Ray et al., 2019a). Niveaux de PCSK9 et de LDL-C apres une (A, B) ou deux injections (C, D)
de dosses croissantes d’Inclisiran chez des patients sous statines. Chez des patients avec un
taux de LDL-C supérieur a 70mg/dL ou 100mg/dL sous dose maximale de statine, l’injection
de 500mg a induit une diminution 70% de PCSK9 au bout de 14 jours. Cette injection a abouti
a une réduction de 29,7% de PCSK9 au bout de 360 jours correspondant a une baisse de 21,6%
du taux de LDL-C. L injection de deux doses d’Inclisiran a 300mg a induit une diminution de
65% de PCSK9 au 14° jour et une diminution de 75% au 120° jour. Il en résulte une baisse de
PCSKQ finale de 37,7% apres 360 jours correspondant a une réduction de 31,4% du taux de

LDL-C.
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Adnectine — Les adnectines sont des petites protéines (<12kDa) dérivées du domaine Il de la
fibronectine humaine. Les adnectines ont été identifiées par 1’équipe du Pr. Mitchell a partir de
librairie d’ARNm lors de la recherche de nouveaux inhibiteurs de PCSK9. Ces peptides ne
possedent pas de région similaire aux immunoglobulines, ni de pont disulfure et ne sont pas
glycosylés. lls sont thermiquement stables et ne forment pas de dimére en solution. Ces
propriétés ont fait d’eux de potentiels agents thérapeutiques dans la stratégie d’inhibition de
PCSKO9. Aprées optimisation du peptide initial, cette équipe a obtenu le clone 1459D05 puis le
clone BMS-962476. Ce dernier présentait une meilleure affinité pour le domaine catalytique de
PCSKO9 et empéchait sa liaison avec le LDLR (Mitchell et al., 2014). La molécule BMS-962476
a éte testée dans un essai clinique de phase | sur 64 sujets sains avec un LDL-C supérieur a
130mg/dL ou sous statine avec un LDL-C supérieur a 100mg/dL. Aprés injection d’une dose
supérieure a 0,3mg/kg en intraveineuse ou sous cutanee, PCSKQ libre a diminue de plus de 90%
occasionnant une baisse maximale de 48% des taux de LDL-C entre le 4° et 14° jours (Stein et
al., 2019). Une nouvelle molécule LIB003, adnectine développée a partir de BMS-962476 est
actuellement en essai clinique de phase Il sur 32 participants. Cette étude doit se terminer

courant 2020 (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03847974).

Peptides mimétiques — Les interactions proteine-protéine sont responsables d’innombrables
processus moléculaires. Les peptides mimétiques possedent une conformation spatiale similaire
a celle de certaines protéines. Ils permettent ainsi, par compétition allostérique, d’inhiber ces
interactions. Une stratégie d’inhibition de la dégradation du LDLR par PCSKO9 est d’empécher
leur interaction. Actuellement, les recherches portent essentiellement sur le domaine EGF-A du
LDLR. En effet, la structure cristallographique du complexe PCSK9 et du domaine EGF-A a
révélé des sites potentiels pour 1’élaboration d’éventuels peptides mimétiques (Kwon et al.,
2008). En 2008, I’équipe du Dr. Hedrick a montré pour la premicre fois sur des hépatocytes en

culture que le peptide EGF-A était capable d’inhiber la dégradation du LDLR médiée par
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PCSK9 de fagon dose dépendante (Shan et al., 2008). Dans cette étude, I’incubation
concomitante des HepG2 avec 30uM du peptide EGF-A et 100nM de PCSK9 a permis une
restauration de I’expression du LDLR a hauteur de 30% caractérisée par une internalisation de
plus de 80% des particules de LDL (Shan et al., 2008). Des optimisations et la substitution du
résidu d’acide aminé asparagine 310 en lysine ont permis la synthése d’EGF66 qui présentait
une affinité 13 fois augmentée pour PCSK9. Chez des souris traitées avec 30ug de PCSKO9, ce
peptide a été capable de restaurer a 100% I’expression du LDLR hépatique (Zhang et al.,
2012b). Une partie plus petite du peptide EGF-A a été sélectionnée et modifiée en tant que
potentiel inhibiteur de PCSK9. L’équipe du Pr. Craik s’est inspirée d’un variant naturel GOF
H306Y d’EGF-A pour améliorer sa liaison avec PCSKO9. Le peptide EGF-A H306Y tronqué
présentait un doublement d’affinité pour PCSK9. Le traitement d’hépatocytes humains avec
PCSKQ et le peptide tronqué a favorise un recyclage plus efficace du LDLR a la membrane
comparé au peptide EGF-A sauvage (Schroeder et al., 2014). Récemment une étude a été
réalisée en utilisant la forme GOF D374Y de PCSKO9. Deux peptides analogues du domaine
EGF-A ont été développés et testés sur une lignée cellulaire d’hépatomes humains. Le plus
efficace des deux, le peptide tronqué, a restauré a 80% 1’abondance du LDLR a la surface des

cellules et a 70% sa capacité a internaliser le LDL (\Valenti et al., 2020).

L’ensemble de ces peptides mimétiques est toujours en phase de développement préclinique

(Lavecchia and Cerchia, 2019).

Vaccins — Parmi cette multitude d’approches innovantes, on peut distinguer 1’¢laboration de
vaccins anti-PCSKO. Cette stratégie a été adoptée par la compagnie Affiris. Des petits peptides
de 8 a 13 acides aminés ont été synthétisés. Il s’agit de peptides de structure analogue a la
séquence N-terminale de PCSK9 mature humaine, responsable de I’interaction avec le LDLR.
Des souris BALB/c ont regu une série d’injections de ces peptides a 1, 2 et 4 semaines. Elles

ont été immunisées et ont synthétisé des anticorps anti-PCSK9 actifs. Le titre des anticorps a
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triplé a la 4° semaine et a chuté de moitié a la 54° semaine. Néanmoins, un rappel vaccinal a
réamorcé une synthése accrue d’anticorps anti-PCSK9. De ce fait, I'immunisation de souris
LdIr*" aprés 3 injections a 2 semaines d’intervalle a engendré une diminution des taux de LDL-
C de 50% (Galabova et al., 2014). Cette étude a permis 1’¢laboration de vaccins anti-PCSKO.
Le vaccin ATO4A ainsi généré a été injecté a des souris APOE*3Leiden.CETP qui présentent
un profil lipoprotéique humain et un développement rapide de plaques d’athéromes. La
vaccination de ces animaux a causé une inhibition de 50% des taux circulants de PCSK9
associée a une baisse de 53% des taux de cholestérol total (Landlinger et al., 2017). Le vaccin

est actuellement en essai clinique de phase I (clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02508896).

Anticorps monoclonaux — Les stratégies d’inhibition de PCSK9 les plus avancées concernent
les anticorps monoclonaux dirigés contre PCSK9. Les premiers anticorps monoclonaux anti-
PCSKQ9 ont été étudiés en 2009 par les équipes des Pr. Hooper et Jackson (Duff et al., 2009;
Chan et al., 2009). Dans la premiére étude, 1’effet de PCSK9-D374Y sur des HepG2 en culture
a éteé invalidé par des anticorps monoclonaux commerciaux restaurant ainsi la capacité
d’internalisation du LDL par ces cellules a hauteur de 70% (Duff et al., 2009). Cette étude
constitue la preuve de concept des effets de I’inhibition de PCSK9 par des anticorps. Dans la
seconde étude, sponsorisée par Amgen, des anticorps monoclonaux humains synthétisés ont été
testés sur des hépatocytes primaires, des souris et des singes. Ces anticorps ciblaient la séquence
de PCSKO9 interagissant avec le LDLR. Le traitement des hépatocytes a quasi triplé 1’abondance
du LDLR a la membrane plasmique. Trois jours aprés injection de 10mg/kg d’anticorps a des
souris, le cholestérol total de ces animaux a chuté de 36%. Des résultats plus prononcés ont été
observés chez les singes avec une diminution de 48% du cholestérol total 10 jours apreés
injection (Chanet al., 2009). Les premiers résultats des essais cliniques chez I’Homme avec des
anticorps dirigés contre PCSK9 ont été publiés en 2012 avec les anticorps d’Amgen et de

Sanofi-Regeneron (Dias et al., 2012; McKenney et al., 2012; Roth et al., 2012; Stein et al.,
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2012). Un 3¢ anticorps généré par Pfizer a aussi éte developpe (Liang et al., 2012; Ballantyne
etal., 2015). L’efficacité de ces anti-PCSK9 a été évaluée seule ou en complément d’une statine
sur le risque de maladie cardiovasculaire chez des patients atteints d’hypercholestérolémie

familiale ou non (Shapiro et al., 2018).

Alirocumab de Sanofi est un anticorps completement humain produit dans des cellules de souris
capables de générer des immunoglobulines humaines. Les genes murins codant pour les régions
variables des chaines lourdes et légéres des immunoglobulines ont été remplacés par des génes
humains homologues (Murphy et al., 2014). Alirocumab a été testé dans les essais cliniques
ODYSSEY initiés en 2012. ODYSSEY est un large programme clinique subdivisé en 25 essais
incluant au total 29 300 patients dans plus de 3 000 centres de 40 pays. Les critéres d’inclusions
¢taient d’avoir été hospitalis€ pour un infarctus du myocarde ou angine instable, d’avoir le
LDL-C supérieur a 70mg/dL, le non-HDL-C au moins a 100mg/dL et I’Apo B au moins a
80mg/dL. Ces essais cliniques ont permis d’évaluer les effets d’Alirocumab sur les patients
atteint d’hypercholestérolémie familiale hétérozygote, sur les patients hypercholestérolémiques
a haut risque cardiovasculaire et sur d’autres types de patients a risque. Le point final de
I’évaluation a porté sur les décés apreés une maladie cardiaque, les infarctus du myocarde, les
AVC et les angines (McKenney et al., 2012; Roth et al., 2012; Schwartz et al., 2018; Roth,
2019). Lors de la phase III, 75mg ou 150mg d’Alirocumab ont été injectés aux patients toutes
les 2 semaines excepté pour les essais CHOICE | et Il dans lesquels 300mg et 150mg ont été
injectés toutes les 4 semaines (Roth, 2019). L’essai clinique le plus conséquent, LONGTERM,
a comptabilisé 2 341 patients sous statines. La supplémentation de leur traitement
hypolipémiant avec Alirocumab a engendré une diminution des taux de LDL-C de 61% a la 4°
semaine jusqu’a 52.4% a la 78° semaine (Figure 25) (Robinson et al., 2015). Dans les essais
cliniques incluant les patients HeFH, 1’injection d’Alirocumab a 75mg ou 150mg a réduit les

taux de LDL-C de 48,8% et de 55%, respectivement apres 24 semaines (Kastelein et al., 2017).
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Une autre étude sur 1 191 patients du méme type a montré ’efficacité d’ Alirocumab avec une
baisse de 50% a 60% les taux de LDL-C (Defesche et al., 2017). Concernant le point final de
I’évaluation, Alirocumab a eu un effet plus prononcé sur les patients avec un taux de LDL-C
supérieur a 100mg/dL comparés aux patients avec un taux inférieur & 100mg/dL. De plus,
I’injection d’Alirocumab a induit une diminution significative des déces liés aux maladies
coronariennes, des infarctus du myocarde, des AVC et des angors (Figure 26) (Schwartz et al.,
2018). En 2015 avant méme la fin des essais cliniques, ces résultats positifs permettront a
Alirocumab d’étre approuvé par la FDA en tant qu’hypolipémiant sous le nom de Praluent

(https://www.accessdata.fda.gov/).
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Figure 25 : Diminution des taux de LDL cholestérol apreés injection d’Alirocumab (extraite de
Robinson et al., 2015). L essai clinique le plus conséquent, LONGTERM, a comptabilisé 2 341
patients sous statines. La supplémentation de leur traitement hypolipémiant avec Alirocumab
a engendré une diminution des taux de LDL-C de 61% a la 4° semaine jusqu’a 52.4% a la 78°

semaine.
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Figure 26 : Efficacité d’Alirocumab sur les points finaux de [’étude (extraite de Schwartz et al.,
2018). L injection d’Alirocumab a induit une diminution significative de 2% des déces liés aux

maladies coronariennes, infarctus du myocarde, AVC et angors.

Evolocumab d’Amgen est également un anticorps complétement humanisé. 1l a été testé dans
le programme d’essai clinique PROFICIO (Program to reduce LDL-C and cardiovascular
outcomes following inhibition of PCSK9 in different populations). Cet essai clinique est lui-
méme subdivisé en plusieurs essais permettant d’évaluer 1’effet d’Evolocumab chez des
patients atteints d’hypercholestérolémie familiale, les hypercholestérolémiques non-FH, les
intolérants aux statines et a haut risque cardiovasculaire (Stein et al., 2012; Dias et al., 2012;
Chapman et al., 2015). Contrairement a Alirocumab I’efficacité d’Evolocumab a également été
testée chez les patients HoFH. Les 27 564 patients recrutés dans 1 242 centres de 49 pays de
I’é¢tude multicentrique FOURIER (Further cardiovascular OUtcomes Research with PCSK9
Inhibition in subjects with Elevated Risk) ont regu soit 140mg d’Evolocumab toutes les 2

semaines soit une seule injection a 420mg tous les mois en complément d’un médicament
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hypolipémiant. Pour participer a I’étude clinique, les patients devaient avoir fait un infarctus du
myocarde, un AVC non-hémorragique ou une maladie vasculaire périphérique et étre sous
traitement hypolipémiant. Le taux de LDL-C & jeun devait étre supérieur a 70mg/dL, le non
HDL-C supérieur & 100mg/dL. Le point final de I’évaluation a été I’impact d’Evolocumab sur
les évenements cardiovasculaires (mort cardiovasculaire, infarctus du myocarde, AVC, angine
instable ou revascularisation coronarienne). L’injection d’Evolocumab a favorisé une
diminution de 59% des taux de LDL-C au bout de 48 semaines correspondant en moyenne a
une réduction de 56mg/dL (Figure 27). Les pourcentages de la réduction des taux de LDL-C
en fonction des doses injectées ne sont pas précisés dans I’étude (Sabatine et al., 2017a). En ce
qui concerne le point final de 1’é¢tude, Evolocumab a réduit significativement les événements

cardiovasculaires, les infarctus du myocarde ou I’AVC (Figure 28) (Sabatine et al., 2017a).

Tout comme Alirocumab, Evolocumab a été approuvé par la FDA en tant qu’hypolipémiant en
2015 avant la fin des essais cliniques. Sa dénomination commerciale est Repatha

(https://www.accessdata.fda.gov/).
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Figure 27 : Diminution des taux de LDL cholestérol au bout de 158 semaines aprés injection
d’Evolocumab (extraite de Sabatine et al., 2017). L’injection d’Evolocumab a favorisé une
diminution de 59% des taux de LDL-C au bout de 48 semaines correspondant en moyenne a

une réduction de 56mg/dL chez des patients ayant déja fait un événement vasculaire majeur.
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Figure 28 : Efficacité d’Evolocumab sur les points finaux de I’étude (extraite de Sabatine et
al., 2017a). Evolocumab a réduit significativement les évenements cardiovasculaires, les

infarctus du myocarde ou I’AVC de 2%.

Bococizumab de Pfizer est un anticorps humanisé ayant conservé environ 3% de sa séquence
protéique murine dans la région du paratope. Ses effets sur la réduction des taux de LDL-C ont
¢été évalués dans I’essai clinique SPIRE, composé de SPIRE I et SPIRE II (Studies of PCSK9
inhibition and  the  reduction of wvascular events), initie en 2013
(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01975376;https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT019

75389). SPIRE a compté 27 438 patients recrutés dans 35 pays. Pour étre inclus dans I’étude,
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les patients devaient avoir fait un événement cardiovasculaire, avoir un historique de diabete,
de maladie rénale chronique ou de maladie vasculaire périphérique et étre sous statine. Le point
final de I’étude a été I’impact de Bococizumab sur les incidents cardiovasculaires, les infarctus
du myocarde et les AVC non mortels, les angors nécessitant une revascularisation et la mort
cardiovasculaire. Lors de la phase I11, Bococizumab a été injecté a une dose de 150mg toutes
les 2 semaines en sous cutanée a des patients atteints de maladies cardiovasculaires ou a haut
risque pour un premier événement vasculaire. Apres 14 semaines de traitement, le taux de LDL-
C des patients a chuté de 56% en moyenne (Figure 29). Un traitement plus long a induit une
diminution des taux de LDL-C de 41,8% aprés 52 semaines et de 38,3% aprés 104 semaines.
Malgré une baisse importante et significative des taux de LDL-C, les essais sur Bococizumab
ont pris fin prématurément en Novembre 2016. En effet, 10,4% des patients ont eu des
irritations ou des réactions allergiques au niveau des sites d’injection. Il y a eu surtout une
diminution de ’efficacité due a la nature humanisée de cet anticorps. Concernant le point final
de I’étude, Bococizumab a induit une diminution des événements vasculaires dans SPIRE 11

(Ballantyne et al., 2015; Ridker et al., 2017).
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Figure 29 : Diminution des taux de LDL cholestérol au bout de 14 semaines aprés injection de
Bococizumab (extraite de Ridker et al., 2017). Bococizumab a été injecté a une dose de 150mg
toutes les 2 semaines en sous cutané a des patients atteints de maladies cardiovasculaires ou a
haut risque pour un premier évenement vasculaire. Apres 14 semaines de traitement, le taux de

LDL-C des patients a chuté de 56% en moyenne.

Par rapport aux essais cliniques FOURIER et ODYSSEY, I’essai SPIRE 1II a été la plus
audacieux. En effet, dans cette population les patients avaient un taux de LDL-C beaucoup plus
élevé que dans les 2 autres programmes cliniques au moment de I’inclusion. Malgré I’abandon
de Bococizumab, ses effets positifs sur les points finaux de 1I’étude ont treés rapidement été

observés.

Parmi la multitude de stratégies mises place pour inhiber PCSK9 seuls les anticorps
monoclonaux ont obtenu a ce jour une autorisation de mise sur le marché. Le traitement d’avenir
pourrait reposer sur le siRNA Inclisiran si celui-ci réussit a passer la phase Ill avec succes.
L’efficacité de ces molécules a inhiber PCSKO9 et réduire le LDL-C n’est plus a démontrer. En
revanche, les effets secondaires n’ont été étudiés que sur du court terme. On ne sait pas si ces
effets pourraient apparaitre en cas de traitement plus long, a 1’image des statines qui sont
clairement bénéfiques au niveau cardiovasculaire mais qui augmentent légerement le risque de

développer un DT2 a long terme (Lotta et al., 2016).

5. Les effets secondaires des inhibiteurs de PCSK9

Les inhibiteurs de PCSK9 sont capables de réduire le LDL-C a des taux tres bas et inférieurs a
ceux obtenus apres traitement avec une statine seule. Le bénéfice des statines sur 1’incidence
des maladies cardiovasculaires est indéniable. Cependant, on peut observer chez certains
patients traités a long-terme par des statines des effets secondaires sur d’autres paramétres
lipidiques, sur les niveaux de vitamines liposolubles (K, A, D et E), les myalgies et
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rhabdomyolyses, les déficiences neuronales (affectant la mémoire, les fonctions motrices, la
démence) et le risque de développer un DT2 pour les individus prédisposés (Giugliano et al.,
2017; lgbal et al., 2019; Rosenson et al., 2018). Dans I’essai clinique JUPITER, un traitement
a 20mg de rosuvastatine pendant 5 ans a augmenté le risque de développer un diabéte de type
2 de 25% (Ridker et al., 2012). Par ailleurs, les mutations LOF de PCSK9 ont été associées a
une glycémie a jeun et un risque de développer un diabete augmentés (Lotta et al., 2016;
Schmidt et al., 2017). Au vu des effets secondaires des statines et des études mendéliennes
randomisées sur les variants de PCSK9, une incertitude quant-aux effets secondaires des

inhibiteurs PCSKO9 et en particulier sur la survenue du diabéte a été soulevée.

Les effets des inhibiteurs de PCSK9 sur les autres parametres lipidiques — Outre leur effet sur
la réduction des taux de LDL-C, les statines font également diminuer les triglycérides. De plus,
les statines les plus puissantes font augmenter les HDL (Sizar et al., 2020; Stein et al., 2001).
Comme pour les statines, les effets des inhibiteurs de PCSK9 sur les autres parametres
lipidiques ont été éetudiés.

Les effets d’Alirocumab sur les autres parameétres lipidiques ont été recensés dans les études
FHI, FHII combinées ainsi que dans 1’é¢tude LONGTERM. L’injection d’Alirocumab a 75mg
et 150mg toutes les 2 semaines a induit en moyenne une diminution de 50,2% du LDL-C dans
les essais FHI, FHII et LONGTERM apres 78 semaines. Les taux de triglycérides ont diminué
de 9,8% et 13,2% dans ces mémes essais cliniques. L’injection d’Alirocumab a induit une
baisse de 26,9% et 26% aprés 78 semaines de la concentration de Lp(a) contrairement aux
statines qui 1’ont augmentée (Kastelein et al., 2017; Tsimikas et al., 2019). Concernant les taux
de HDL-C, ils ont augmenté significativement de 7,8% et 5,9% apres traitement avec

Alirocumab (Kastelein et al., 2017).

Les effets d’Evolocumab sur les concentrations des lipoprotéines autres que les LDL ont été

évalués dans I’essai clinique DESCARTES (Durable Effect of PCSK9 Antibody Compared
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with Placebo Study). Cet essai de phase 3 a duré 52 semaines. Les 619 patients inclus ont regu
soit le placebo soit 420mg d’Evolocumab chaque mois. L’administration de 1’anticorps anti-
PCSKO9 a induit une diminution 13% et de 9,5% les taux de VLDL-C et de triglycérides apres
52 semaines (Toth et al., 2018b). La concentration plasmatique de Lp(a) a également diminué
de 27,7% aprés injection d’Evolocumab (Blom et al., 2014). Comme pour Alirocumab,

Evolocumab a permis une augmentation des taux de HDL-C de 5,7% (Toth et al., 2018b).

Bien que les études SPIRE aient été arrétées prématurément lors de la phase Il clinique, les
données sur les effets secondaires a court terme ont été publiées. Bococizumab a induit une
réduction du LDL-C de 50,9% a 14 semaines et de 39,5% a 52 semaines. Les triglycérides ont
également diminué significativement de 13,6% et 5,9% a 14 et 52 semaines, respectivement.
L’administration de Bococizumab a favorisé une baisse de 26,6% et de 21,3% a 14 et 52
semaines de la Lp(a). Les taux de HDL-C ont augmenté de 7,6% et de 8,1% apres 14 et 52

semaines (Ridker et al., 2017).

Les effets des inhibiteurs de PCSK9 sur les parametres glucidiques — L’efficacité
d’Alirocumab a été testée dans un large programme d’essais cliniques ODYSSEY. Une analyse
de 10 essais cliniques d’ODYSSEY a été menée par le Pr. Colhoun en 2016 afin d’évaluer
I’effet d’Alirocumab sur I’incidence du prédiabéte et du DT2 apres 24 a 104 semaines de
traitement. Cette étude a inclus 3 448 patients non diabétiques sous dose maximale de statine.
Il n’y a pas eu de conversion significative vers un état diabétique apres traitement avec
Alirocumab comparé au placebo (9,3% vs 10,4%). La variation de I’hémoglobine glyquée
HbALc (biomarqueur permettant I’estimation de la glycémie des 3 derniers mois) était similaire
dans le groupe Alirocumab et dans le groupe placebo (5,64% vs 5,65%) (Colhoun et al., 2016).
Par ailleurs, I’étude ODYSSEY OUTCOMES publié¢e en 2019 avait pour but d’étudier I’effet
d’Alirocumab sur le risque de maladie cardiovasculaire chez des patients normoglycémiques,

prédiabétiques ou diabétiques aprés 3 a 5 ans de suivi. Dans cette étude, Alirocumab a favorisé
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une diminution des taux de LDL-C de 64% chez les normoglycémiques et diabétiques et de
65% chez les prédiabétiques, démontrant une efficacité similaire. En ce qui concerne le risque
de développer un DT2, il n’y a pas eu de différence significative entre les normoglycémiques
et les prédiabétiques. En effet, il y a eu 9,6% de nouveaux diabétiques parmi les patients ayant
recu Alirocumab contre 10,1% chez ceux traités avec le placebo. Dans le groupe
normoglycémique, 3,0% des patients ayant recu Alirocumab ont développé un diabete
comparés a 2,4% dans le groupe ayant recu le placebo. Parmi les prédiabétiques ayant recu
Alirocumab, 13,8% ont développé un diabéte comparés a 15,3% avec le placebo (Figure 30)

(Ray et al., 2019b). Ces différences sont non significatives.
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Figure 30 : Effet d’Alirocumab sur ['incidence de développer un DT2 (extraite de Ray et al.,

2019). L’injection d’Alirocumab n’a pas induit d’augmentation significative de nouveau cas de

DT2.

Dans I’essai clinique DESCARTES, I’'impact d’Evolocumab sur les paramétres glycémiques a
été évalué sur 905 patients apres 52 semaines de traitements avec Evolocumab. L’incidence de

nouveaux cas de diabéte n’a pas varié significativement entre les patients traités par
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Evolocumab et ceux ayant recu le placebo (5,6% vs. 6,6%). La conversion des individus
prédiabétiques en diabétiques a été de 10,3% chez les patients traités et de 14,1% chez les
témoins. Pour les patients normoglycémiques, la conversion d’un état non diabétique a un état
diabétique a été de 2,7% pour le groupe Evolocumab et 1,9% pour le groupe placebo témoin
(Blom et al., 2017). L’étude de deux autres essais cliniques d’Evolocumab, OSLER1 et
OSLER?2 (Open-Label Study of Long-Term Evaluation against LDL Cholesterol) a eu pour but
d’étudier les effets de I’anticorps anti PCSK9 sur la glycémie a jeun, ’HbAlc et le risque de
développer un diabéte de type 2. Dans 1’étude OSLERI les patients ont recu Evolocumab en
complément d’un traitement a I’ézétimibe ou statine tandis que dans OSLER2 les patients ont
recu uniquement Evolocumab. Apres 48 semaines le taux d’HbAlc et la glycémie a jeun sont
restés inchangés dans les 2 groupes. L’injection d’Evolocumab seul ou en complément d’un
traitement a 1’ézétimibe ou statine n’a pas induit de conversion significative d’un état non-
diabétique vers un état diabétique (Sattar et al., 2017). Les paramétres glycémiques et la
survenue de nouveaux cas de diabetes ont aussi été évalués dans une étude post-hoc de I’essai
clinique FOURIER. Sur I’ensemble des 27 564 patients, 16 533 (60%) n’étaient pas diabétiques
au moment de I’inclusion. Parmi ces 16 533 patients 10 344 étaient prédiabétiques et les autres
non diabétiques. L’injection d’Evolocumab n’a pas entrainé de différence significative dans le
pourcentage de conversion des non diabétiques en diabétique comparée au placebo au bout de
3 ans (11,6% vs 10,3%) (Figure 31). En accord avec ces résultats, les niveaux d’HbAlc et la
glycémie a jeun étaient similaires dans les groupes ayant recu Evolocumab et le placebo

(Sabatine et al., 2017b).
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Figure 31 : Effet d’Evolocumab sur ['incidence de développer un DT2 (extraite de Sabatine et
al., 2017). L’injection d’Evolocumab n’a pas induit d’augmentation significative de nouveaux

cas de DT2.

De méme, dans 1’étude SPIRE sur Bococizumab, aprés 52 semaines de traitement il n’y a pas
eu d’effet significatif sur I’incidence de nouveau cas de diabéte ni sur la variation de
I’hémoglobine glyquée. En revanche, la glycémie a jeun a significativement augmenté de

1,74% apres cette période dans le groupe traité comparé au placebo (Ridker et al., 2017).

En 2018, une méta-analyse regroupant 26 123 non-diabétiques de 18 essais cliniques impliquant
Alirocumab et Evolocumab a été effectuée. Cette étude avait pour but d’investiguer les effets
des anticorps monoclonaux anti-PCSK9 sur I’apparition de nouveaux cas de diabete.
L’incidence de la survenue du diabéte n’a pas été différente entre le groupe traité et le groupe
contrble. En effet, parmi les patients qui ont recu un anticorps anti-PCSK9, 6,65% ont

développé un diabete contre 6,74% dans le groupe placebo. Aucune différence significative n’a
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¢té reportée concernant la glycémie a jeun et P'HbAlc (Cao et al., 2018). Une nouvelle étude
mendélienne randomisée a été réalisée par I’équipe du Pr. Blaha. Cette étude a inclus 163 688
patients non diabétiques sous statine. Le risque de développer un DT2 aprés utilisation
d’inhibiteurs de PCSK9 n’a pas été différent du risque 1ié a I’administration d’un placebo (Khan

Safi U. et al., 2019).

Les transformations hémorragiques apres traitement hypolipémiant — Dans 1’étude SPARCL
(The Stroke Prevention by Aggressive Reduction in Cholesterol Levels) réalisée en 2006 par le
Pr. Amarenco, 4 731 patients ayant fait un AVC ou une ischémie transitoire de moins de 6 mois
ont été recrutés. L’étude avait pour but de déterminer si des hautes doses de statines réduisaient
le risque de refaire un AVC. Il en ressort qu’apres traitement a 80mg d’atorvastatine les taux
de LDL-C ont diminué de 53% et le risque de refaire un AVC de 18% (Investigators, 2009).
Une des complications des AVCs est la transformation hémorragique. Il s’agit d’infiltration de
sang au niveau de la zone ischémiée due a la rupture de petits vaisseaux et/ou a I’altération de
I’intégrité de la barriére hématoencéphalique (Lapchak, 2002). Dans I’étude SPARCL, 62% de
patients ayant fait une transformation hémorragique étaient sous 80mg d’atorvastatine et
avaient un LDL-C réduit (Investigators, 2009). Les effets des inhibiteurs de PCSK9 sur les
transformations hémorragiques ont été évalués. L’injection d’Alirocumab ou d’Evolocumab
n’a pas induit d’augmentation de complications hémorragiques aprés une AVC (Jukema J.

Woulter et al., 2019; Sabatine et al., 2017a).

Les anticorps monoclonaux dirigés contre PCSK9 ont été approuvés par la FDA en 2015.
L’injection de ces médicaments a induit une diminution des maladies cardiovasculaires. Les
études sur la survenue du DT2 apres traitements sont pour le moment rassurantes. Néanmoins,
des études plus approfondies sont a entreprendre et notamment sur les cellules béta

pancréatiques humaines.
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[1l. Le diabete de type 2

Le glucose constitue une source d’énergie pour nos cellules. La concentration de glucose
sanguine, ou glycémie, est un paramétre finement régulé. Différents organes comme le cerveau,
le pancréas, le foie, I’intestin, les muscles et tissus adipeux sécrétent des hormones ou peptides
assurant le contr6le de la glycémie. Le pancréas joue un réle fondamental dans ce controle. En
effet, les cellules P et a des ilots de Langerhans du pancréas sécrétent les hormones insuline et
glucagon qui sont hypo- et hyperglycémiantes, respectivement. Des perturbations dans ce
mécanisme de régulation peuvent entrainer des maladies métaboliques comme le diabete
(Roder et al., 2016). L’apparition du diabéte peut engendrer a terme des complications micro-
et macro-vasculaires et accroit substantiellement le risque de maladies cardiovasculaires

(Rawshani et al., 2017).
1. Définition et étiologie

Le diabéte est défini selon ’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) comme étant une
« maladie chronique qui survient lorsque le pancréas ne produit pas assez d’insuline ou lorsque
I’organisme n’est pas capable d’utiliser efficacement I’insuline qu’il produit. I1 en résulte une
concentration accrue de glucose dans le sang » (Organization, 1999). Ainsi, ’EASD (European
Association for the Study of Diabetes) définit des valeurs seuils de la glycémie et de
I’hémoglobine glyquée Alc (HbAlc) caractérisant des états de normoglycémies, prédiabetes et
diabetes. L’HbAlc est un marqueur de controle de la glycémie. Elle refléte la moyenne de la
glycémie des 3 derniers mois (\World Health Organization, 2011). En effet, la fraction Alc de
I’hémoglobine représente 60% a 80% des hémoglobines glyquées. La glycation est une réaction
non-enzymatique au cours de laquelle un sucre est fixé a la partie N-terminale des protéines.
La formation d’hémoglobine glyquée dépend donc de la glycémie. Cette mesure doit étre

effectuée a 2 reprises pour établir le diagnostic de fagon certaine. La glycémie est prise a jeun
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ou 2h apres une prise orale de 759 de glucose pour le test OGTT (Oral Glucose Tolerance Test).
Ces seuils ne s’appliquent pas chez les femmes enceintes. En effet, des seuils différents
définissent le diabéte gestationnel. Une mesure de la glycémie normale est inférieure a
110mg/dL (6,2mmol/L) a jeun ou inférieure a 140mg/dL (7,8mmol/L) lors de ’OGTT. Une
mesure de la glycémie comprise entre 110mg/dL et 125mg/dL (6,9mmol/L) a jeun et entre
140mg/dL et 200mg/dL (11,Immol/L) lors de ’OGTT est caractéristique d’un prédiabéte. Une
mesure de la glycémie supérieure a 126mg/dL (7,0mmol/L) a jeun ou supérieure a 200mg/dL
lors de I’OGTT est caractéristique du diabete. Un taux d’HbAlc supérieur a 6,5%

(48mmol/mol) est aussi un marqueur du diabéte (Figure 32) (Cosentino et al., 2020).

LE DIABETE LINTOLERANCEAU  LANOMALIE DE LA
devrait étre diagnostiqué si GLUCOSE (1G) GLYCEMIE A JEUN (AG))
UN OU PLUSIEURS des devrait étre diagnostiquée si devrait étre diagnostiquée si
critéres suivants est rempli les DEUX critéres suivants le premier ou les deux critéres
sont remplis suivants sont remplis
9 710 ° 7:0 6:1 '6:9
mmol/L mmol/L mmol/L
GLYCEMIE A JEUN (126mg/dL) (126 mg/dL) (110-125 mg/dL)
ou et — et(si mesuré) —
o1 £78 « O, ©78
mmol/L mmol/L mmol/L
GLYCEMIE 2 HEURES (200 mg/dL) (140-200 mg/dL) (140 mg/dL)
aprés ingestion de 75 g de charge
en glucose (test d'hyperglycémie
provoquée per os (HGPO)) ou

& 5
mmol/mol
HbA1c (equivalent a 6,5%)

Figure 32 : Critéres de diagnostic du diabéte (extraite de Fédération Internationale du
Diabete, 2019). L’EASD définit des valeurs seuils de la glycémie et de I’'HbAIc caractérisant
des états de normoglycémie, prédiabete et diabéte. Les différentes valeurs cibles a atteindre

sont reportés dans cette figure.

Il existe plusieurs types de diabéte. Les plus fréquent sont le diabéte de type 1 (7% a 12%) et le

diabete de type 2 (DT2) (87% a 91%). Les autres cas de diabéte représentent 1% a 3%
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(Organization, 1999). Le diabéte de type 1 est une maladie auto-immune. Il est causé par une
déficience totale en insuline et une hyperglycémie majeure causées par 1’¢limination des
cellules B pancréatiques par les lymphocytes T (American Diabetes Association, 2014). Le DT2

est une maladie métabolique chronique résultant de facteurs génétiques et environnementaux.

Dans 1’étude en population Framingham Offsring Study, le risque de transmission de DT2 des
parents a leur descendance a été évalué. Cette étude a inclus 2 527 descendants dans 1 303
familles. Les taux de diabéte maternel et paternel étaient de 23,6% et 25,6%, respectivement.
Parmi les descendants de ces familles, 76,3% n’avaient pas de parents diabétiques, 10,5%
avaient une mere diabétique, 11,5% avaient un pere diabétique et 1,7% avaient les deux parents
diabétiques. Le risque de développer un DT2 était 3,5 fois plus grand chez les descendants avec
un parent diabétique et 6 fois plus grand chez les descendants avec les 2 parents diabétiques
comparés aux descendants avec les parents non diabétiques, ce qui a indiqué une contribution
de la génétique dans le DT2 (Meigs et al., 2000). Ainsi, des études du génome GWAS (Genome
Wide Association Study) ont identifié plus de 130 variants genétiques associés au DT2, a la
glycémie et a I’insulinémie. Ces variants expliquent 15% du nombre de diabétiques (Skyler et
al., 2017). Des études Mendéliennes randomisées ont montré que des mutations sur les genes
de PCSK9, HMGCR, NPC1L1 et LDLR, impliqués dans le métabolismes des lipoprotéines, sont
corrélées avec I’incidence d’apparition du DT2 (Figure 33) (Ference et al., 2016; Lotta et al.,
2016). Cependant, de telles variations génétiques ne sont pas suffisantes a elles seules pour
expliquer le taux croissant d’individus diabétiques dans la population. Les facteurs
environnementaux jouent eux aussi un role majeur dans la survenue de la pathologie. En effet,
I’obésité, la composition du microbiote, le manque d’activité physique, les polluants et les
perturbateurs endocriniens favorisent 1’insulinorésistance et un déficit sécrétoire de I’insuline

se traduisant par un DT2 (Skyler et al., 2017).
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No. of

Genetic Odds Ratio

Variants (95% Cl) P Value

Type 2 diabetes
NPC1L1 2 2.42(1.70-3.43) R 9x 107
HMGCR 3 1.39(1.12-1.73) —— .003
PCSK9 1 1.19(1.02-1.38) —a— .03
ABCG5/G8 1 1.15(0.89-1.48) — .29
LDLR 1 1.13(1.00-1.29) - .05
0.4 1.0 2.0 4.0

Odds Ratio (95% Cl) per LDL Reduction
of 1 mmol/L (38.7 mg/dL)

Figure 33 : Association entre variants génétiques et incidence de développer un DT2 (extraite
de Lotta et al., 2016). Des mutations sur les génes NPC1L1, HMGCR, PCSK9, ABCG5/G8 et
LDLR associées a une diminution de taux de LDL augmentent de facon significative le risque

de développer un DT2.

2. Physiopathologie du diabéte de type 2

En réponse a ’augmentation de la glycémie apres une prise alimentaire, les cellules 3 des ilots
de Langerhans sécretent 1’insuline. Cette hormone agit a des sites différents pour réguler la
glycémie. En effet, I'insuline inhibe la néoglucogenése et la glycogénolyse principalement
hépatique et augmente le captage du glucose par les cellules musculaires, les hépatocytes et les
adipocytes. La liaison de I’insuline a son récepteur INSR induit 1’autophosphorylation des
résidus tyrosine du récepteur. Cette phosphorylation permet le recrutement d’autres protéines
comme le substrat au récepteur a I'insuline (IRS). La phosphorylation d’IRS favorise le
recrutement de protéines impliquées dans la transduction du signal comme la phosphatidyl-
inositol-3 kinase (PI3K). L’activation de PI3K induit une cascade de signalisation aboutissant
a la translocation de transporteurs du glucose GLUT, qui se trouve dans le cytosol, vers la
surface de ces cellules (Figure 34). Les transporteurs GLUT4 sont retrouvés au niveau des
cellules musculaires et les GLUT1/2 au niveau des cellules  pancréatiques (Pessin and Saltiel,

2000; Gatta, 2008).
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Figure 34 : Activation du récepteur a [l’insuline et translocation de GLUT a la membrane
(extraite et adaptée de Castriota et al., 2020). La liaison de l’insuline a son récepteur INSR
induit une cascade de signalisation aboutissant a la translocation du transporteur de glucose

GLUT, du cytosol vers la surface des cellules

Lorsque les concentrations normales en insuline ne suffisent plus a réguler la glycémie, on
assiste a une résistance a I’insuline (insulinorésistance). L’insulinorésistance est une altération
de la transduction du signal (Pessin and Saltiel, 2000). Elle se développe avec un dépdt
ectopique de lipides dans le foie, les muscles et le pancréas (van der Zijl et al., 2011). Pour
pallier la résistance a I’insuline, la masse de cellule B augmente de 50% a 90% chez les
personnes obéses. En 2003, 1’équipe du Dr. Butler a réalisé une étude sur des tissus d’autopsies
humaines. Dans cette étude, 124 sujets ont été inclus et classés suivant leur indice de masse
corporelle et leur suivi de la glycémie. Le volume des cellules B pancréatiques était 50% plus

élevé chez les sujets obeses non diabétiques comparés aux contrdles normaux pondéraux
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(Butler et al., 2003). D’autres études ont montré que les cellules  pancréatiques des patients a
risque produisent et sécrétent d’avantage d’insuline. Ainsi, les individus obéses non diabétiques
ont une hypersécrétion d’insuline (Ferrannini et al., 1997). Lorsque la réponse compensatoire
des cellules B n’est plus suffisante face a I’insulinorésistance, le DT2 apparait. En effet,
I’hypersécrétion d’insuline augmenterait la susceptibilité du stress du RE au niveau des cellules
B et induirait leur apoptose (Donath et al., 2005). De nombreuses études associent I’apparition
du DT2 a une perte de 24% a 65% de la masse de cellules 3 par apoptose (Butler et al., 2003;
Yoon et al., 2003; Rahier et al., 2008; Chen et al., 2017). L’étude de pancréas de 14 donneurs
diabétiques et non diabétique a montré que le nombre d’ilots de Langerhans diminue de 2,3 fois
chez les patients diabétiques (Deng et al., 2004). Cette réduction de la masse de cellule B se
caractérise par une réduction de 50% a 97% de la sécrétion d’insuline (Chen et al., 2017). Outre
I’apoptose des cellules B induite suite a I’hypersécrétion d’insuline, d’autres facteurs comme
I’accumulation de lipides au niveau du pancréas pourraient également étre impliqués dans
I’apparition du DT2. Différentes études montrent que les lipoprotéines peuvent moduler la
sécrétion d’insuline et la survie des cellules B pancréatiques (Roehrich et al., 2003; Kruit et al.,
2010a). Dans une etude réalisée par Rutti et ses collegues, I’incubation d’Tlots pancréatiques
isolés avec des doses croissantes de LDL a induit une diminution de la sécrétion d’insuline suite
a une stimulation au glucose (GSIS) (Figure 35) (Rutti et al., 2009). Ces études indiquent une
lipotoxicité au niveau pancréatique et soulignent le role majeur des cellules B dans 1’apparition

du DT2.
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Figure 35 : Diminution de la sécrétion d’insuline suite a une stimulation au glucose en présence
de LDL (extraite de Rtti et al., 2009). L incubation d’ilots de Langerhans humains isolés en
présence de doses croissantes de LDL a induit une diminution du GSIS apres stimulation avec

16,7mM de glucose.

3. Lacellule béta

La sécrétion d’insuline — La cellule B pancréatique fait partie du pancréas endocrine et sécréte
I’insuline. Le pancréas est une glande digestive se situant entre le duodénum, a droite, et la rate,
a gauche. Il est divisé en 4 parties : la téte, le cou, le corps et la queue. La téte se situe au-dessus
des veines cave et rénale inférieures et proche du duodénum tandis que la queue s’étend jusqu’a
la rate. C’est un organe vascularisé et innervé. Les cellules acineuses et ductales du pancréas
produisent des sécrétions digestives exocrines qui entrent dans le duodénum par les canaux
pancréatiques. Le pancréas produits également des sécrétions endocrines, au niveau des Tlots de
Langerhans, qui passent dans la circulation sanguine par la veine porte (Talathi and Young,

2020).

Le pancréas est composé de 80% de cellules exocrines et 1-2% de cellules endocrines (Roder
et al., 2016; Talathi and Young, 2020). Les cellules endocrines sont organisées en structures

particuliéres. Ce sont les Tlots de Langerhans. La composition de ces flots differe en fonction
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des especes (Steiner et al., 2010). Chez ’Homme, les ilots de Langerhans sont constitués a 10%
de cellules 6 sécrétant la somatostatine, de cellules y sécrétant le polypeptide pancréatique, de
cellules € sécrétant la grhéline. Les cellules a qui sécrétent du glucagon constituent 30% des
ilots et les cellules B qui sécrétent 1’insuline en constituent environ 60% (lonescu-Tirgoviste et
al., 2015; Steiner et al., 2010). Contrairement a ceux des Hommes, les flots de Langerhans de
souris ont une organisation différente. En effet, chez 'Homme les cellules des ilots sont
distribuées de facon aléatoire tandis que chez la souris, les cellules B sont entourées par les

autres types cellulaires (Figure 36) (Steiner et al., 2010; Da Silva Xavier, 2018).
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Figure 36 : Différence structurale entre les Tlots de Langerhans humains et murins (extraite de
Rorsman and Ashcroft, 2018). Les flots de Langerhans de souris ont une organisation
différente. Chez I’'Homme les cellules des ilots sont distribuées de fagon aléatoire tandis que

chez la souris, les cellules [ sont entourées par les autres types cellulaires.

Les cellules B pancréatiques sont spécialisées dans la sécrétion d’insuline, seule hormone

hypoglycémiante connue et sous un contrdle métabolique strict. Son expression se fait
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principalement sous la dépendance du facteur de transcription PDX-1. L’insuline est
synthétisée sous forme de pré-pro insuline (110 acides aminés) avec un peptide signal, une
chaine B (30 acides aminés), un peptide C et une chaine A (21 acides aminés). La délétion du
peptide signal au niveau du réticulum endoplasmique rugueux (RER) aboutit a la formation de
la pro-insuline. La pro-insuline est transportée vers le Golgi dans des vésicules sécrétoires.
L’environnement golgien riche en zinc et calcium favorise la formation d’hexameéres de pro-
insulines, forme de stockage. Des réactions enzymatiques en dehors du Golgi faisant intervenir
PCSK1 et PCSK2 convertissent la pro-insuline en insuline mature et peptide C (Jansen et al.,

1995; Wilcox, 2005; Marchetti et al., 2017).

Lors d’une prise alimentaire, des neurotransmetteurs, le glucose et des hormones initient
I’exocytose des vésicules d’insuline. Le glucose est le principal initiateur de la sécrétion
d’insuline. D’autres biomolécules potentialisent son effet. Aprés stimulation au glucose, celui-
ci entre dans la cellule B par les transporteurs GLUT1 et GLUT2. Son entrée dans la cellule 3
pancréatique entraine I’activation de la glycolyse. Le pyruvate, produit final de la glycolyse, est
ensuite transformé en acetyl-CoA puis en citrate et intégre le cycle de Krebs. L’activation du
cycle de Krebs permet la formation de NADH et FADH2 pris en charge au niveau de la chaine
respiratoire et aboutissant a la production d’ATP. L’augmentation du ratio ATP sur ADP dans
la cellule B induit la fermeture des canaux potassium ATP dépendants constitués de 4 sous
unités protéiques SURL (Sulphonylurea 1 receptor) et de 4 sous unités protéiques Kir6.2. Il en
résulte une dépolarisation de la membrane plasmique qui provoque I’ouverture de canaux
calciques voltages dépendants. L’entrée massive d’ions calcium dans la cellule est le
phénomeéne déclenchant 1’exocytose des vésicules d’insuline (Figure 37) (Marchetti et al.,
2017). Ainsi, suite & une stimulation au glucose les cellules B sécretent des vésicules d’insuline.

I1 s’agit du GSIS (glucose-stimulated insulin secretion).
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En 1993, I’équipe du Dr. Henquin a montré que la sécrétion d’insuline suivait la variation d’ions
calcium cytoplasmiques mettant en évidence la sécrétion pulsatile d’insuline (Gilon et al.,
1993). De plus, il a été montré que la sécrétion d’insuline est biphasique. Apreés la stimulation
au glucose, une premiere phase initiatrice aboutit a la sécrétion d’insuline qui diminue dans les
minutes qui suivent. Une seconde phase d’amplification débute juste apres la baisse de la
sécrétion de la premicre phase. Il en résulte une sécrétion moindre d’insuline qui dure jusqu’au
retour de la glycémie a la normale. Le caracteére biphasique de la sécrétion d’insuline est li¢ a
la présence de pools de granules d’insuline différents. Il y a des granules prétes a étre sécrétées
proche de la membrane et des granules de réserve. Lors de la phase initiatrice c’est
principalement I’entrée en masse d’ions calcium qui induit la sécrétion des granules. La seconde
phase est déclenchée par des produits du métabolisme glucidique tels que le NADPH et le GTP

(Figure 37) (Rorsman and Renstrom, 2003; Vega-Monroy and Fernandez-Mejia, 2011).
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Figure 37 : Sécrétion biphasique d insuline par la cellule f} pancréatique suite a une stimulation

au glucose (extraite et traduite de Vega-Monroy and Fernandez-Mejia, 2011). L entrée du
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glucose dans la cellule f pancréatique induit [’activation de la glycolyse. Le pyruvate formé est
transformé en acétyl-CoAd qui active le cycle de Krebs et favorise la production d’ATP.
L’augmentation du ratio ATP sur ADP dans la cellule B induit la fermeture des canaux
potassium ATP dépendants. Il en résulte une dépolarisation de la membrane plasmique qui
provoque [’ouverture de canaux calciques voltage dépendants et [’entrée massive d’ions
calcium dans la cellule. C’est le phénomene déclenchant [’exocytose des vésicules d’insuline.
C’est la premiere phase initiatrice. La seconde phase est déclenchée par des produits du
métabolisme glucidique tels que le NADPH et le GTP. Il en résulte une sécrétion moindre
d’insuline qui dure jusqu’au retour de la glycémie a la normale. Le caractere biphasique de la

secrétion d’insuline est lié a la présence de pools de granules d’insuline différents.

D’autres molécules comme les acides gras ou les acides aminés alanine et glutamine peuvent
amplifier la sécrétion d’insuline. De plus, ces acides aminés favorisent la sécrétion des
hormones incrétines GIP (Gastric inhibitory polypeptide) et GLP-1 (Glucagon-like peptide-1)
par les cellules intestinales K et L, respectivement. Ces hormones agissent directement sur les
cellules B. En se liant a leurs récepteurs présents a la surface de ces cellules, elles augmentent
la sécrétion d’insuline. C’est I’effet incrétine (Fu et al., 2013). Les récepteurs de GLP-1 et GIP
sont couplés a une protéine G. La liaison des incrétines a leurs récepteurs entraine d’abord
I’activation de la protéine G et ensuite de l’adénylate cyclase qui convertit ’ATP en
AMPcyclique (AMPc). L’AMPc active a son tour la protéine kinase A (PKA) et ’Epac2
(exchange protein directly activated by cAMP 2). La PKA inhibe les canaux potassium ATP
dépendant et active les canaux calciques. L’activation d’Epac2 favorise I’augmentation de la
concentration calcique intracellulaire en mobilisant les réserves de calcium intracellulaires.
Ainsi, par ces 2 mécanismes, les incrétines augmentent 1’exocytose des vésicules d’insulines et
potentialisent le GSIS (Roder et al., 2016). Le GLP-1 seul n’a pas d’effet, il faut du glucose

pour favoriser I’augmentation du GSIS.
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Les cellules a et le glucagon — A I'inverse, lorsque la glycémie est basse les cellules o du
pancréas sécrétent le glucagon, une hormone hyperglycémiante. Cette hormone est sécrétée
durant le sommeil et entre les repas. Elle promeut la glycogénolyse pour augmenter la glycémie
apres fixation a son récepteur principalement au niveau hépatique (Roder et al., 2016). Tout

comme la sécrétion d’insuline, le glucagon est aussi sous contrdle métabolique.

PCSK)Y et ’insuline — En 2003, 1’équipe du Pr. Seidah a mis en évidence la présence d’ARNm
de Pcsk9 dans des lignées de cellules B pancréatiques de rat et de souris (Seidah et al., 2003).
En 2006, I’équipe du Pr. Krempf s’est intéressée a la régulation nutritionnelle de PCSK9 dans
un modéle murin. Ils ont mis en évidence une diminution de 73% de I’expression de I’ARNm
de Pcsk9 hépatique apres 24h de jeline. A I’inverse, les taux d’ARNm de Pcsk9 hépatique ont
augmenté d’un facteur 5 en présence d’insuline (Costet et al., 2006). En utilisant des
hépatocytes de rat, Miao et ses collegues ont également montré que I’insuline augmentait
I’expression de Pcsk9 (Miao et al., 2015). Ces études établissent un lien entre 1’insuline, et donc
les cellules B pancréatiques, et PCSK9. En 2010, I’équipe du Pr. Scott a étudi¢ I’effet de
I’inactivation de Pcsk9 sur la régulation de la glycémie et la sécrétion d’insuline. Les souris
Pcsk9 knockout présentaient une glycémie a jeun supérieure a celle des souris sauvages.
L’insulinémie a jeun des souris Pcsk9 knockout était diminuée de moitié par rapport aux souris
sauvages. Aprés une stimulation au glucose, ’insulinémie des souris Pcsk9 knockout n’a pas
varié et est restée a un niveau basal (Figure 38) (Mbikay et al., 2010). Récemment, une étude
a confirmé la diminution de I’insulinémie et I’augmentation de la glycémie a jeun chez des
souris Pcsk9 knockout (Da Dalt et al., 2018). Des analyses histologiques de pancréas de souris
Pcsk9 knockout ont révélé une irrégularité morphologique des flots de Langerhans pouvant
expliquer le défaut de sécrétion d’insuline. En effet, les ilots de ces souris apparaissent plus

larges que ceux des souris sauvages (Mbikay et al., 2010; Da Dalt et al., 2018).
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Figure 38 : Variation de la glycémie et de [’insulinémie des souris Pcsk9 knockout apres
stimulation au glucose (extraite de Mbikay et al., 2010). Les souris Pcsk9 knockout (carré
blanc) présentaient une glycémie a jeun supérieure a celle des souris sauvages (carré noir)
aprés une stimulation au glucose. L’insulinémie a jeun des souris Pcsk9 knockout était
diminuée de moitié par rapport aux souris sauvages. Apres un OGTT, /[’insulinémie des souris

Pcsk9 knockout n’a pas varié et est restée a un niveau basal.

Bien que I’équipe du Pr. Scott ait localis¢ PCSK9 au niveau des cellules p pancréatiques,
d’autres équipes I’ont localisé au niveau des cellules & des ilots de Langerhans (Langhi et al.,
2009; Mbikay et al., 2010; Da Dalt et al., 2018). Les données de la littérature sont conflictuelles
a ce sujet. Néanmoins dans les ilots de Langerhans, ’ARNm de PCSK9 a été retrouvée

uniquement au niveau des cellules  pancréatiques (Seidah et al., 2003; Ndiaye et al., 2017).

4. Les traitements du diabéte de type 2

Le DT2 est la conséquence d’une dérégulation de la sécrétion d’insuline ou de la perte de
sensibilité des cellules périphériques a I’insuline. Afin de réguler la glycémie plusieurs
stratégies peuvent €tre mises en place. Il peut soit s’agir de modification de ’hygiene de vie

soit de traitements antidiabétiques médicamenteux.

Modification de I’hygiéne de vie — Des études épidémiologiques ont montré que I’incidence du

DT2 est lice a 91% a I’hygiene de vie : suralimentation, manque d’activité physique, surpoids
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et obésité, tabagisme et alcool, par exemple (Hu et al., 2001). Ainsi, des changements radicaux
de I’hygiéne de vie, comme la perte de poids et I’augmentation de I’activité physique, chez les
individus prédisposes, peuvent prévenir ou retarder la conversion a un état de diabétique de
type 2 (Chen et al., 2012). Dans une étude clinique, 3 234 prédiabétiques avec un IMC a 34 en
moyenne ont ét¢ inclus. Le but de cette étude était de voir I’incidence d’apparition du DT2
apres un traitement a la metformine ou aprés modification de 1’hygiéne de vie comparée au
placebo. La modification de ’hygiéne de vie consistait a faire perdre 7% du poids aux individus,
a faire 150 minutes de sport par semaine et a modifier les habitudes alimentaires en diminuant
I’apport calorique de 450+26 kcal. Apres 2,8 ans de suivi en moyenne, 1’incidence du DT?2 était
de 11% pour le groupe placebo, de 7,8% pour le groupe metformine et de 4,8% pour le groupe
avec une hygieéne de vie modifiée. Ainsi, il ressort que la modification de I’hygiéne de vie
diminue de 58% I’incidence du DT2 chez des individus prédisposes comparée au placebo

(Knowler et al., 2002).

Traitements antidiabétiques pharmacologiques — Lorsque les approches visant a modifier
I’activité physique et la nutrition ne sont pas suffisantes, des agents thérapeutiques oraux et
injectables peuvent étre prescrits. Les classes majeures d’antidiabétiques oraux sont les
biguanides, les sulphonylurées, les méglitinides, les inhibiteurs des dipeptidyl peptidase 4
(DPP-4) et les inhibiteurs des co-transporteurs rénaux sodium-glucose (SGLT2). Des injections
d’analogues du GLP-1 et d’insuline peuvent également étre prescrites (Chaudhury et al., 2017).
Selon les recommandations consensuelles de I’ADA (American Diabetes Association) et de
I’EASD (European Association for the Study of Diabetes), les traitements antidiabétiques
doivent étre prescrits en fonction de leur efficacité de réduction de ’hyperglycémie, de leur
tolérance et de leur stireté. D’autres facteurs importants sont a prendre en considération comme
les cibles glycémiques a atteindre, les comorbidités, les effets secondaires et le co(t du

traitement. Ainsi, il est recommandé d’atteindre des valeurs d’HbA 1¢ inférieures a 7% dans le
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cadre du traitement du DT2. Les valeurs de glycémie a jeun a atteindre sont personnalisées pour

chaque patient (Davies et al., 2018).

Biguanide — La plante Galega officinalis était traditionnellement utilisée pour son effet
antidiabétique. Elle possede des composés actifs tels que les guanidines, galégines et biguanides
qui diminuent la glycémie. La metformine est un antidiabétique oral appartenant a la classe des
biguanides. Ce médicament est prescrit en premicre intention apres la modification de I’hygiéne
de vie aux diabétiques de type 2. La metformine diminue la glycémie par plusieurs mécanismes
(Davies et al., 2018). Aprés son absorption au niveau de I’intestin gréle, la metformine est
délivrée au niveau hépatique. Dans le foie, elle active la kinase LKB1 (Liver Kinase B1) qui
active a son tour I’AMPK (Adenosine Monophosphate activated Protein Kinase) et la SIK (Salt-
inducible kinase). La cascade de signalisation résultant de la phosphorylation de ces kinases
diminue la néoglucogenése hépatique. Au niveau des tissus périphériques, la metformine
augmente la sensibilité a ’insuline en activant 1’expression du récepteur a I’insuline (Shaw et
al., 2005; Viollet et al., 2012; Song, 2016). La metformine est également capable d’inhiber
I’action du glucagon. En effet, ’équipe du Dr. Birnbaum a montré que la metformine conduit
a une accumulation de ’AMP au niveau hépatique qui inhibe ’adénylate cyclase. L’ inhibition
de I’adénylate cyclase réduit les niveaux d’AMPc et donc diminue I’activité¢ de la protéine
kinase A impliquée dans I’activation du glycogéne phosphorylase. Ainsi, la metformine
empéche la glycogénolyse et donc le relargage de glucose dépendant du glucagon dans la
circulation (Miller et al., 2013). A des hautes concentrations, 5mmol/L, la metformine est
capable d’inhiber le complexe I de la chaine respiratoire (NADH coenzyme Q oxydoréductase)
et de réduire les niveaux d’ATP. La diminution de I’ATP active I’AMPK qui inhibe la
néoglucogenese (EI-Mir et al.,, 2000). La metformine peut également inhiber la
glycérophosphate déshydrogénase mitochondriale. Cette enzyme est impliquée dans I’équilibre

redox. Son inhibition diminue la conversion du lactate et du glycérol en glucose et la
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néoglucogenese (Madiraju et al., 2014). L’efficacité de la metformine en monothérapie sur la
glycémie a jeun est tres peu décrite dans la littérature. Une méta analyse conduite en 2018 sur
16 études a eu pour objectif d’évaluer I’efficacité de la metformine comparée a un placebo sur
la glycémie. Dans cette étude, 1 140 patients atteints de DT2 sans traitement ont été
sélectionnes. Il en ressort que la metformine diminue en moyenne de 1,92mmol/L, 1,79mmol/L
et 2,14mmol/L la glycémie a jeun apres 1, 3 et 6 mois de traitement, respectivement. L’HbAlc
diminue en moyenne de 0,95% et de 1,32% apres 1 et 6 mois de traitement a la metformine

(Piera-Mardemootoo et al., 2018).

Les sulphonylurées et méglitinides — Lors du GSIS, I’entrée du glucose induit une
augmentation du ratio ATP/ADP conduisant a la fermeture des canaux potassiques ATP
dépendants. Ces canaux sont composes des sous unités Kir6.2 et SURL. La fermeture de ces
canaux induit une dépolarisation de la membrane, une entrée massive d’ions calcium et
I’exocytose des vésicules d’insuline (Marchetti et al., 2017). Les sulphonylurées sont des
sécrétagogues de I’insuline. IIs stimulent la sécrétion d’insuline principalement en se liant a la
sous-unité SUR des canaux potassium ATP dépendants. En effet, la liaison de haute affinité des
sulphonylurées a SUR induit la fermeture de ces canaux et mime la dépolarisation de la
membrane suite a un GSIS (Proks et al., 2002). Les sulphonylurées sont prescrits en deuxiéme
intention lors du traitement du DT2. Ces antidiabétiques oraux peuvent entrainer des
hypoglycémies. Un traitement de substitution est ['utilisation de méglitinides qui sont
¢galement des sécrétagogues de ’insuline. Néanmoins, leur affinité pour SUR est plus faible
que celle des sulphonylurées. (Chaudhury et al., 2017). L’efficacité des sulphonylurées sur
I’HbAlc a été évaluée dans une méta-analyse. Parmi les patients inclus, 1 151 étaient sous
monothérapie avec une sulphonylurée. 1l ressort de cette étude que les sulphonylurées
diminuent les niveaux de HbAlc de 1,51% en moyenne comparés au placebo. Dans cette méme

étude, 1 381 patients étaient sous traitement antidiabétiques oraux a la metformine ou
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thiazolidinediones ou insuline plus sulphonylurées. Les niveaux de HbAlc étaient réduits de
1,62% en moyenne dans le groupe « antidiabétiques plus sulphonylurées » comparé au groupe
« controle sans sulphonylurées » (Hirst et al., 2013). Les données sur les variations de la
glycémie a jeun sont plus rares. La supplémentation de la metformine avec un sulphonylurée
induit une diminution de 1,36% des taux de HbA1c et de 2,3mmol/L la glycémie a jeun chez

320 patients suivis pendant 1 an (Hanefeld et al., 2004).

Les inhibiteurs de la dipeptidyl peptidase 4 (DPP-4) — Les incrétines GIP et GLP-1 sont des
hormones sécrétées par les cellules K et L intestinales. Elles se lient aux cellules B et favorisent
I’exocytose des vésicules d’insuline dans la phase d’amplification (Fu et al., 2013). GIP et GLP-
1 sont les substrats de la DPP-4. La peptidase les clive et les inactive. Les inhibiteurs de la
DDP-4 sont des inhibiteurs compétitifs avec une haute affinité pour ’enzyme (Thornberry and
Gallwitz, 2009). L’efficacité de deux inhibiteurs de DPP4, la sitagliptine et la vildagliptine, a
été évaluée dans une étude clinique incluant 170 patients atteints de DT2 sous traitements
antidiabétiques oraux a la metformine ou sulphonylurées ou insuline. La glycémie a jeun et
I’HbAlc ont été suivies pendant 24 semaines. La sitagliptine a induit une diminution de
1,60mmol/L la glycémie a jeun et de 1% les taux de HbAlc. La vildagliptine a réduit de

0,99mmol/L la glycémie a jeun et de 0,9% les taux de HbAlc (Choe et al., 2014).

Les inhibiteurs des co-transporteurs au sodium-glucose (SGLT2) — Le transporteur sodium-
glucose 2 est exprimé dans les tubules convolutés des reins. Ils sont responsables de la
réabsorption de 90% du glucose filtré. Chez les patients atteints de DT2, le taux d’absorption
du glucose par SGLT2 est augmenté, ce qui aggrave I’hyperglycémie. Des inhibiteurs de ce
transporteur ont été développés récemment (Hsia et al., 2017). Dans, une méta analyse incluant
38 essais cliniques, 37 ont montré qu’un traitement avec un inhibiteur de la SGLT2 apres au
moins 24 semaines de traitements induit une diminution de la glycémie a jeun de 1,1mmol/L a

2mmol/L. Les données sur la glycémie n’étaient pas présentes dans le 38° essai clinique. Dans
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cette méme méta analyse, les 38 essais cliniques présentaient les taux de HbAlc. Apres

traitement, ’HbAlc a diminué de 0,6% a 0,9% (Zaccardi et al., 2016).

Les analogues du GLP-1 — Le GLP-1 est une incrétine a durée de vie trés courte, de I’ordre de
quelques minutes. De plus, I’effet incrétine est diminué chez les patients diabétiques de type 2
altérant la régulation de la glycémie. Ainsi, des analogues du GLP-1 a durée de vie longue ont
¢été développés pour mimer I’effet incrétine chez les patients (Drucker and Nauck, 2006).
Lorsque les antidiabétiques oraux ne sont pas suffisants pour réguler la glycémie des injections
de ces agonistes au récepteur au GLP-1 peuvent étre directement prescrites. En effet,
I’administration de ces agents thérapeutiques active les récepteurs au GLP-1 et augmente
I’exocytose des vésicules d’insuline suite a un GSIS (Fu et al., 2013). Dans les études qui
comparent ’effet des analogues du GLP-1 en monothérapie ou en combinaison avec des
antidiabétiques oraux, les taux d’HbA1c diminuent de 0,6% a 1,7% en fonction du médicament
utilisé et de la dose prescrite (Hinnen, 2017). L’efficacité des agonistes du récepteur au GLP-1
seuls comparée a un placebo sur I’'HbAlc et la glycémie a été étudiée dans une méta-analyse
regroupant 14 464 patients. L’injection des analogues de GLP-1 une a deux fois par jour
pendant 24 a 32 semaine a induit une diminution de ’'HbA1c de 0,70% a 1,21%. Les réductions

de la glycémie étaient comprises entre 0,73mmol/L et 1,97mmol/L (Htike et al., 2017).

Les injections d’insuline — Lorsque ces stratégies ne sont plus suffisantes en mono- bi- ou
trithérapies, des injections d’insuline peuvent étre directement prescrites et supplémenter le
traitement en place. Les injections d’insuline sont envisagées lorsque le taux d’HbAlc est
supérieur ou égal a 7,5% chez le patient diabétique de type 2 et elles sont prescrites
systématiquement lorsque le taux d’HbAlc est supérieur a 10% apres utilisation de la dose
maximale des antidiabétiques oraux (Silver et al., 2018). Dans une étude incluant 1 915 patients
diabétiques de type 2 avec un taux d’HbAlc a 8,6+1,5% et une glycémie a jeun a 11,1+mmol/L,

I’injection d’insuline en complément d’antidiabétiques oraux a induit une diminution de 1,7%
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les taux d’HbAlc et une diminution de la glycémie a jeun de 4mmol/L. Ces résultats étaient

visibles a partir de 9 mois de traitement et stables jusqu’a 32 mois (Schreiber et al., 2008).

Dans le cadre du diabéte de type 2, certains médicaments agissent sur les cellules P
pancréatiques et favorisent la sécrétion d’insuline. D’autres agissent sur I’utilisation ou
I’excrétion de glucose. Dans le cadre des maladies cardiovasculaires, les médicaments

hypolipémiants semblent influencer aussi la physiologie des cellules f.

5. Les hypolipémiants et la physiologie des cellules béta

Les statines et le DT2 — Les statines sont les médicaments hypolipémiants les plus prescrits au
monde. En inhibant ’THMGCR, elles augmentent I’expression et ’abondance du LDLR a la
surface des cellules. Il en résulte une diminution des particules de LDL-C athérogenes.
Plusieurs essais cliniques ont montré les effets bénéfiques des statines sur I’incidence et la

séverité des maladies cardiovasculaires (Betteridge and Carmena, 2016).

Au-dela de leur effet sur les maladies cardiovasculaires, les statines agissent sur d’autres
parametres non lipidiques comme I’amélioration de la fonction endothéliale, la stabilisation de
la plaque d’athérome, I’amélioration du potentiel antioxydant. Ce sont les effets pléiotropes des
statines. Ces effets ne sont malheureusement pas tous bénéfiques et des effets secondaires tres
rares comme la rhabdomyolyse ou la dégénérescence neuronale peuvent survenir (Paseban et
al., 2019). Ainsi, il a été montré qu’un traitement avec une statine a forte dose chez des individus
prédisposés favorise ’apparition du DT2. En effet, I’incidence sur le DT2 a été rapportée pour
la premicre fois dans I’étude JUPITER. Le but de cette étude était d’évaluer 1’efficacité et la
sureté de 20mg de rosuvastatine par jour comparée a un placebo. L’étude a duré 5 ans et a inclus
17 603 individus sans diabete ni maladie cardiovasculaire documentée. Chez les individus avec
au moins un facteur de risque pour le DT2, les évenements cardiovasculaires majeurs ont
diminué de 39% par rapport au placebo. Néanmoins, le taux de DT2 a augmenté de 28%
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comparé a celui observé sous placebo (258 individus sous statine vs. 204 individus sous placebo
sur 11 508 individus). En revanche, chez les individus sans facteur de risque pour le DT2, les
événements cardiovasculaires majeurs ont diminué de 52% et I’incidence du DT2 n’a pas
augmenté par rapport au placebo (Figure 39) (Ridker et al., 2012). Plusieurs autres études ont
depuis confirmé que les statines augmentent le risque de développer un DT2 chez les individus

prédisposés (Wang et al., 2012; Crandall et al., 2017; Ko Min Jung et al., 2019).
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Figure 39 : Effets d’un traitement rosuvastatine sur les évenements cardiovasculaires majeurs
et le DT2 chez des individus avec ou sans prédisposition (extraite de Ridker et al., 2012). Le
traitement a 20mg par jour de rosuvastatine a diminué les évenements cardiovasculaires chez
tous les individus. En revanche, le taux de diabétique de type 2 a augmenté de 28% chez les

individus prédisposés. Ml : Myocardial Infarction ; VTE : Venous Thromboembolism

Comment les statines favorisent I’apparition du DT2 ? — Plusieurs études dans la littérature
ont eu pour objectif de déterminer comment les statines induisent I’apparition du DT2 suite &
une longue médication sous statine. Ces hypolipémiants pourraient agir au niveau des cellules
B pancréatiques et/ou au niveau des adipocytes et des tissus périphériques pour induire le DT2
(Paseban et al., 2019).
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Au niveau des cellules 3, comme dans tous les tissus, les statines augmentent 1’expression du
LDLR. Cette augmentation entrainerait une accumulation anormale de cholestérol au niveau
des cellules B pancréatiques et un dysfonctionnement et/ou ’apoptose de ces cellules (Kruit et
al., 2010a). Les statines pourraient aussi altérer la sécrétion d’insuline en bloquant les canaux
calciques voltages dépendants. En effet, en inhibant la squaléne monooxygenase, et donc la
synthése endogene de cholestérol, dans des lignées de cellules p murins et des ilots
pancréatiques murins et humains, 1’équipe de Xia et ses collegues a observé un blocage des
canaux calciques voltages dépendants causant une diminution de la sécrétion d’insuline (Xia et
al., 2008). De plus, un traitement d’ilots de Langerhans de rats avec de la simvastatine a induit
également un blocage des canaux calciques et la diminution de la sécrétion d’insuline suite a

une stimulation au glucose (Yada et al., 2009).

Le blocage des canaux calciques voltages dépendants pourrait étre la conséquence d’une
ouverture prolongée des canaux potassiques ATP dépendants de la cellule B due a une baisse
de production d’ATP (Rorsman and Ashcroft, 2018). En effet, chez des rats et 6 patients, un
traitement a la lovastatine a induit une réduction significative d’un composant de la chaine
respiratoire : la co-enzyme CoQ10. La diminution de la concentration en CoQ10 pourrait
réduire la production d’ATP et maintenir les canaux potassiques ATP dépendants ouverts. Les
canaux potassiques ATP dépendants ouverts n’entrainent pas de dépolarisation de la membrane
ce qui maintient les canaux calciques voltages dépendants fermés et donc diminue la sécrétion
d’insuline suite a une stimulation au glucose (Folkers et al., 1990; Rorsman and Ashcroft,

2018).

Au niveau du tissu adipeux, les statines pourraient impacter la sécrétion d’adiponectine par les
adipocytes. L’adiponectine augmente la sensibilité de ces cellules a I’insuline et son
inactivation dans un modéle murin entraine une résistance a I’insuline (Fu et al., 2005; Ziemke

and Mantzoros, 2010). L’effet d’un traitement a 20mg ou 40mg de simvastatine comparé a un
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placebo sur la sécrétion d’adiponectine a été évalué chez des patients hypercholestérolémiques.
Apres 2 mois de suivi, les traitements a 20mg et 40mg de simvastatine ont induit une diminution
de la concentration d’adiponectine circulante de 9% et 8%, respectivement. Ces diminutions

étaient associées a une perte de 6% de la sensibilité des sujets a ’insuline (Koh et al., 2011).

Au niveau des tissus périphériques, les statines pourraient également induire une
insulinorésistance en modulant 1’expression et la translocation des transporteurs de glucose
GLUT. Sous I’action de I’insuline, les transporteurs GLUT sont dirigés vers la membrane
plasmique des cellules. Le glucose est principalement capté par le transporteur GLUT4 au
niveau des adipocytes et des cellules musculaires. L’inactivation de GLUT4 entraine une
résistance a I’insuline et augmente le risque de développer un DT2 (Abel et al., 2001). Chez des
souris, il a été rapporté qu’un traitement a 1’atorvastatine induit une diminution de 1’expression
de GLUT4 et une dérégulation de la glycémie (Nakata et al., 2006). De plus, d’autres
observations suggerent une baisse de réponse a I’insuline des cellules due a un effet inhibiteur
des statines sur la transduction du signal apreés fixation de I’insuline a son récepteur (Paseban

et al., 2019).

Bien qu’il existe plusieurs hypothéses dans la littérature, les mécanismes précis par lesquels les
statines induisent le DT2 chez les individus prédisposés ne sont pas connus a ce jour (Paseban

et al., 2019).

Les variants génétiques associés a une réduction de LDL-C et au DT2 —En 2015, I’équipe du
Pr. Hovingh a étudi¢ I’association entre la prévalence du DT2 et I’hypercholestérolémie
familiale. L étude d’une cohorte de patients hypercholestémiques familiaux et des membres
sains de la méme famille a permis de mettre en évidence une protection des patients
hypercholestérolémiques familiaux contre le DT2 comparés aux membres sains de leurs
familles. Cette étude a inclus 25 137 patients FH et 38 183 membres sains non FH. La

prévalence du DT2 chez les patients FH était de 1,75% et 1,44% avant et apres ajustement pour
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I’age, 'IMC, le HDL-C, les TG, la prise de statine, le tabagisme et les événements
cardiovasculaires. Chez les individus contrdles, la prévalence du DT2 était respectivement de
2,93% et 3,26% avant et apres ajustement pour ces mémes parametres. 1l ressort de cette étude
que les patients FH ont une propension a développer un DT2 diminuée de moitié par rapport
aux membres sains de leur famille (Tableau 4) (Besseling et al., 2015). En 2016, une méta
analyse a été réalisée afin de déterminer I’impact des mutations associées a une réduction de
LDL-C sur le risque de développer un DT2. Cette étude a inclus 50 775 patients avec un DT2
et 270 269 contrdles non diabétiques. Les données génétiques ont permis de mettre en évidence
que des mutations associées a une réduction de LDL-C sur les génes NPC1L-1 (cible de
I’ézétimibe), HMGCR (cible des statines), PCSK9 (cible des anticorps anti-PCSK9) et LDLR
sont associées de fagon tres significative a une diminution du risque de maladie cardiovasculaire
mais que ces mémes variants génétiques sont associés de fagon significative a une augmentation

de la survenue du DT2 (Lotta et al., 2016).

Prevalence of Type 2 Diabetes

Familial Hypercholesterolemia Unaffected Relatives
No. /Total % (95% Cl) No. /Total % (95% CI) OR (95% CI)
Overall comparison
Unadjusted 440/25137 1.75(1.59-1.91) 1119/38183 2.93 (2.76-3.10) 0.62 (0.55-0.69)°
Adjusted” 177/12 300° 1.44(1.22-1.69) 812/24 898° 3.26 (3.04-3.48) 0.49 (0.42-0.58)°

Tableau 4 : Prévalence du DT2 chez les individus FH et les membres sains de leur famille avant
et apres ajustement (extrait de Besseling et al., 2015). Les patients atteints
d’hypercholestérolémie ont une prévalence de développer un DT2 diminuée de moitié par

rapport aux membres sains de leur famille. OR : Odd ratio

La surcharge en cholestérol des cellules f pancréatiques — Divers mécanismes peuvent étre a
I’origine de I’apparition du DT2 aprés un traitement avec une statine a forte dose chez les
individus prédisposés. Plusieurs hypothéses sont évoquées dans la littérature. Parmi elles, se

trouve I’hypothése de la surcharge des cellules B en cholestérol. Dans une étude réalisée en
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2007, I’'influence du cholestérol sur la sécrétion d’insuline a été évaluée. Des souris ApoE
knockout, ob/ob et contréles ont été nourries avec un régime riche en gras. Ces souris
déficientes pour I’Apo E et la leptine présentent des taux élevés de cholestérol circulant. Le
contenu en cholestérol des flots de Langerhans ainsi que le GSIS ont été ensuite déterminés. Il
en ressort que les taux en cholestérol des Tlots étaient augmentés chez les souris ApoE knockout
et ob/ob comparées au souris contrbles. Ces augmentations se sont traduites par une diminution

du GSIS (Figure 40) (Hao et al., 2007).

81 i 2 [ 3 mM glucose

W 20 mM glucose
Jm BN -

C578L6J T oblob
ol C57BLSJ apoE*  oblb

Relative islet cholesterol
&
~
% total insulin secreted
N

Figure 40 : Impact de I'accumulation de cholestérol sur la sécrétion d’insuline par des souris
contrdles, ApoE knockout et ob/ob (extraite et adaptée de Hao et al., 2007). Apres un régime
riche en gras, le taux de cholestérol était plus éleve dans les ilots de Langerhans des souris
ApoE knockout et dans les souris ob/ob (bien que non significatif) comparées aux souris
contréles. La quantité d’insuline sécrétée suite a une stimulation avec 20mM de glucose était

diminuée chez les souris ApoE knockout et ob/ob comparées aux souris controles.

En 2008, I’équipe du Dr. Shimano a étudié I’influence de SREBP-2 sur la sécrétion d’insuline.
Ils ont généré des souris transgéniques sur-exprimant le facteur de transcription SREBP-2
humain. La glycémie a jeun des souris sur-exprimant SREBP-2 était augmentée par rapport aux

souris contrdles. Inversement, 1’insulinémie était diminuée chez les souris sur-exprimant
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SREBP-2. L’analyse morphologique des cellules B pancréatiques a révélé une diminution du
nombre et de la taille de ces cellules chez les souris transgéniques sur-exprimant SREBP-2. Le
GSIS des Tlots de Langerhans des souris SREBP-2 transgéniques était diminué comparé aux
souris contrdles. La surexpression de SREBP2 s’est traduite par une surexpression du LDLR et
une accumulation de cholestérol dans les cellules pancréatiques des souris transgéniques
(Figure 41). Cette étude suggére que I’activation de SREBP-2 induirait 1’augmentation du
LDLR et I’engorgement en cholestérol des cellules B provoquant la diminution de la masse

cellulaire et 1’altération du GSIS (Ishikawa et al., 2008).
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Figure 41 : Expression du LDLR et accumulation de cholestérol dans les souris controles et les
souris hétéro- homozygotes sur-exprimant SREBP-2 (extraite et adaptée de Ishikawa et al.,
2008). La surexpression de SREBP2 chez des souris a induit une surexpression du LDLR et une
accumulation de cholestérol dans les cellules du pancréas des souris transgéniques sur-

exprimant SREBP-2.

Les statines réduisent les taux de LDL-C en inhibant la synthése endogéne de cholestérol et en
augmentant I’expression du LDLR au niveau hépatique mais aussi dans les tissus périphériques.
Au niveau du pancréas, la surexpression du LDLR entrainerait une surcharge en cholestérol des
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cellules B et une altération du GSIS induisant le DT2. L’effet exact des inhibiteurs de PCSK9

sur le GSIS n’est pas connu a ce jour.
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Résumé de la littérature — Le LDLR constitue la voie métabolique majeure par laquelle le
LDL-C circulant est épuré. Cette voie est prépondérante au niveau des hépatocytes. Certaines
perturbations de ce métabolisme liées a 1’environnement ou a un défaut génétique peuvent
conduire a une accumulation anormale de cholestérol dans I’intima de la paroi des artéres
entrainant 1’apparition de maladies cardiovasculaires. Ainsi, la prescription de statines,
medicaments hypolipémiants, permet de réduire les taux circulants de LDL-C en augmentant
I’expression du LDLR. Le bénéfice sur la réduction des maladies cardiovasculaires est
indéniable. Néanmoins, ’utilisation de statines a fortes doses chez les individus prédisposés
peut induire I’apparition d’un diabéte de type 2. En 2003, PCSK9 a été découvert comme étant
un inhibiteur naturel du LDLR. Les mutations GOF de PCSK9 conferent un phénotype
d’hypercholestérolémie familiale et sont associées de facon négative a I’apparition du DT2.
Inversement, les mutations LOF de PCSK9 semblent protéger les porteurs de ces mutations
contre ’apparition de maladies cardiovasculaires et augmentent le risque de DT2. En raison du
réle que joue PCSK9 dans la régulation du LDL-C circulant, des inhibiteurs de PCSK9 ont été
développes. On distingue, notamment, les anticorps monoclonaux dirigés contre PCSKO,
Evolocumab (Repatha®, AMGEN) et Alirocumab (Praluent®, SANOFI-REGENERON), qui
ont recu une autorisation de mise sur le marché en 2015. A ce jour, les données de la littérature
sont controversées concernant I’incidence du DT2 aprés un traitement aux inhibiteurs de

PCSKO.

Premier objectif — PCSK9 est une protéine circulante. La concentration plasmatique moyenne
de PCSK9 dans la population générale avoisine 200ng/mL. Le premier objectif de ma thése a
été de determiner les niveaux plasmatiques de PCSK9 chez des patients diabétiques de type 2
et d’évaluer si un traitement a I’atorvastatine modulait ces niveaux comparativement a un
groupe d’individus non diabétiques. Cet objectif a été évalué dans la cohorte Illuminate

(Investigation of Lipid Level Management to Understand its Impact in Atherosclerotic Events).
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Deuxiéme objectif — Les résultats du premier objectif ont fait ressortir une augmentation des
concentrations plasmatiques de PCSK9 chez les individus diabétiques. Le deuxiéme objectif de
ma thése a ensuite été d’évaluer si le taux de PCSK9 circulant est un biomarqueur prédictif de
la survenue du DT2 chez des individus prédisposés. Pour ce faire, les concentrations
plasmatiques en PCSK9 ont été dosees dans un échantillon de 2 100 individus de la cohorte
brésilienne en population générale ELSA-Brasil (Etude longitudinales de la santé des adultes)
et dans une cohorte de réplication, la cohorte nantaise 1T-DIAB (Innovation Thérapeutique
Diabéte) composée de 303 patients prédiabétiques. Des outils statistiques ont ensuite été utilisés
pour déterminer les corrélations entre la concentration plasmatique en PCSKO9 et la survenue du

DT2 aprés 4 a 5 ans de suivi.

Troisieme objectif — Les statines a forte dose induisent 1’apparition du DT2 chez les individus
prédisposés. Les mécanismes impliqués dans cette conversion vers un état diabétique ne sont
pas elucidés. Il existe plusieurs hypothéses concernant les effets pleiotropes des statines
notamment sur les cellules B pancréatiques. En effet, au niveau des cellules B, les statines
peuvent agir sur la modulation des canaux calciques voltage dépendants, la modulation de la
sous-unité Kir6.2 des canaux potassiques ATP dépendants, la production d’ATP sans oublier
le captage de LDL-C. D’autre part, aprés la prise d’une statine, ces cellules p pourraient sur-
exprimer leurs LDLR et s’engorger en cholestérol entrainant un dysfonctionnement cellulaire
et une altération de la sécrétion d’insuline. Le troisiéme objectif de ma thése a été de déterminer
les effets du captage de cholestérol dans les cellules B. Ces travaux ont été réalisés en paralléle
des travaux du deuxieme objectif. Dans un premier temps, j’ai évalué si les cellules p humaines
étaient capables d’exprimer et de sécréter PCSK9. Ensuite, j’ai étudié¢ les modulations de
I’expression et la fonction du LDLR des cellules  humaines aprés traitement de ces cellules

avec du PCSK9 recombinant, avec de la mévastatine, avec Alirocumab, ou avec des siRNA
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dirigés contre PCSK9. Enfin, j’ai investigué la modulation du GSIS avant ou aprés ces

traitements en présence ou non de LDL.
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1. Valorisation des recherches bibliographiques

Les aspects majeurs de ’inhibition de PCSK9 au-dela de la réduction de LDL

Stéphane Ramin-Managata, Valentin Blanchard et Gilles Lambert

Publié dans Current Opinion in Lipidology (2018) 29, 453-458

Le rble de PCSK9 dans la régulation du LDLR est tres bien documenté depuis sa découverte en
2003. Néanmoins, son mécanisme d’action n’est pas totalement élucidé a ce jour. De plus, les
effets de PCSK9 au-dela du métabolisme lipidique n’ont été que trés peu étudiés. Mon sujet de
these porte sur I’étude du role du LDLR et de PCSK9 dans I’apparition du DT2. Afin de mener
a bien mon projet, j’ai réalisé une veille bibliographique concernant les nouvelles découvertes
sur PCSK9 et notamment son implication directe ou indirecte dans le DT2. J’ai eu ’opportunité
de valoriser ce travail bibliographique par la rédaction d’une revue dans « Current Opinion in
Lipidology ». Notre revue est articulée autour de 3 thématiques principales : (i) les nouvelles
découvertes concernant le mécanisme d’action de PCSK9, (ii) I’inhibition de PCSK9 et la
lipoprotéine (a) et (iii) I’inhibition de PCSK9 et le DT2. La premiére et la troisieme partie sont
en lien direct avec mon introduction de these. La deuxiéme partie est en lien avec les travaux

menés par Valentin Blanchard.
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REVIEW

S URRENT \
DPINION/

Key aspects of PCSK9 inhibition beyond
LDL lowering

Stéphane Ramin-Mangata®, Valentin Blanchard", and Gilles Lambert

Purpose of review

Our primary objective is to review the most recent findings on the biology of PCSK9 and on two key
aspects of PCSK9 inhibition beyond LDL control of great clinical relevance: the regulation of lipoprotein
(a) circulating levels by PCSK? inhibitors and the putative diabetogenic effects of these novel therapies.

Recent findings

The redlity of two distinct extracellular and intracellular pathways by which PCSK? decreases the
abundance of the LDLR at the surface of many cell types, most importantly hepatocytes, has recently been
established. In contrast, the exact mechanisms by which PCSK9 inhibitors lower the circulating levels of
lipoprotein (a) remain a point of major dispute. Despite strong indications from genetic studies that PCSK9
inhibition should increase diabetes risk, no such effect has been observed in clinical trials, and in-vitro and

in-vivo studies do not clarify this issue.

Summary

The trafficking pathways by which PCSK9 enhance LDLR degradation via the endolysosomal exiracellular
route or via the Golgi-lysosomal intracellular route remain to be fully elucidated. The mechanisms by
which PCSK9 inhibitors reduce lipoprotein (a) also merit additional research efforts. The role of PCSK9
on glucose metabolism should likewise be studied in depth.

Keywords

diabetes, LDL receptor, lipoprotein (a), PCSK9

PCSK9 plays a pivotal role in lipoprotein metabo-
lism as a potent inhibitor of the LDL receptor
(LDLR). TIts precursor undergoes intramolecular
autocatalytic cleavage and the resulting hetero-
dimer is routed towards the secretory pathway.
PCSK9 binds to the epidermal growth factor precur-
sor homology domain of the LDLR and undergoes
endocytosis together with the receptor. The affinity
between the LDLR and PCSK9 increases with the
acidic conditions found in endosomes, which locks
the receptor in an ‘open’ conformation. The PCSK9/
LDLR complex is subsequently degraded in the lyso-
some, precluding normal recycling of the LDLR to
the plasma membrane (Fig. 1).

PCSK9 gene expression is modulated by SREBP2 and
HNF1la transcription factors [1]. E2F1, an import-
sant transcription factor regulating cell cycle, was
recently shown to trans-activate PCSK9 promoter
synergistically with SREBP2 in vitro as well as in vivo.
E2F1 thereby controls LDLR abundance and LDL

0957-9672 Copyright © 2018 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

uptake via a positive regulation of PCSK9 gene
expression [2*]. In addition, three micro-RNAs were
shown to finely tune PCSK9 expression posttran-
scriptionally [3].

Itis well established that PCSK9 targets the LDLR
for lysosomal degradation. However, the trafficking
of the PCSK9/LDLR complex has not been eluci-
dated yet. The presentation of PCSK9 to the LDLR
at the cell surface was recently proposed to be medi-
ated by heparan sulfate proteoglycans [4"]. As a
significant proportion of circulating PCSK9 is bound
to LDL and appears as such to be less sensitive to
furin cleavage and thereby more active [5], it
remains to be seen whether heparan sulfate

Laboratoire Inserm UMR 1188, DéTROI, Université de La Reéunion,
Sainte-Clotilde, France

Correspondence to Gilles Lambert, PhD, Inserm UMR 1188, Plateforme
CYROI, 2 Rue Maxime Riviére, 97490 Sainte Clotilde, France.

Tel: +33 262 692 437 708; fax: +33 262 262 938 237,

e-mail: gilles.lambert@univ-reunion.fr

“Stéphane Ramin-Mangata and Valentin Blanchard Equal contributions.
Curr Opin Lipidol 2018, 29:453-458
DOI:10.1097/MOL.000000000000055 1

www.co-lipidology.com

Copyright © 2018 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

109



Travaux personnels

Therapy and clinical trials

KEY POINTS

o Lysosomal degradation of the LDLR induced by PCSK9
occurs via two distinct intracellular and
extracellular pathways.

o The physiological mechanisms by which PCSK9
inhibitors, unlike statins, reduce circulating Lp(a) levels
remain a point of controversy.

o The possibility raised by genetic studies that PCSK9
inhibition may slightly increase diabetes risk has not
been observed in large-scale clinical frials.

proteoglycans also present the LDL/PCSK9 complex
to the receptor.

Noticeably, the PCSK9/LDLR complex can reach
the lysosome via the extracellular endosome-lyso-
some route or alternatively via the Golgi-lysosome
pathway that requires a direct interaction between
the LDLR and PCSK9 intracellularly. The description
of one LDLR mutant insensitive to PCSK9-induced
degradation via the extracellular but not via the
intracellular route illustrates major differences
between both pathways in terms of trafficking
dynamics [6]. The extracellular pathway appears
to be favored in the liver, since grp94, an endoplas-
mic reticulum resident protein expressed in this
tissue prevents PCSK9 from interacting with the
LDLR [7]. In addition, grp74 prevents a direct inter-
action between PCSK9 loss-of-function variants that

are retained in the endoplasmic reticulum (ER) and
grp78, a chaperone known to activate ER stress
transducers. As a result, these variants do not induce
unfolded protein response or apoptosis, as it is the
case with numerous mutant proteins retained in the
ER [8,9"]. Even if some PCSK9 variants display
altered intracellular trafficking [8], the dynamics
of PCSK9 exit from the ER to the Golgi and beyond
still remain elusive.

In that respect, PCSK9 gain-of-function variants
work by heterogenous mechanisms that all result in
enhanced degradation of the LDLR, and promote
hypercholesterolemia. For instance, mutations
located in its S’'UTR may increase PCSK9 gene
expression. Mutations located within the PCSK9
pro-domain usually enhance the intracellular or
the extracellular LDLR degradation pathways. Muta-
tions located within the catalytic and the C-terminal
domains of PCSK9 can reduce furin-mediated cleav-
age or increase the binding affinity of PCSK9 for the
LDLR [10,11%. Similarly, heterogeneous are PCSK9
loss-of-function variants that all reduce the degra-
dation of the LDLR and thereby promote hypocho-
lesterolemia. These mutants may be not produced
(e.g. premature stop codons), retained in the ER and
poorly secreted, they may present with reduced
affinities for the LDLR or an enhanced ability to
be inactivated by furin [11%,12].

From a clinical perspective, the exact mecha-
nisms by which PCSK9 enhance LDLR degradation
clearly merit to be elucidated, as they might provide

v . 3

Retentionand
Degradation of |

E 1. The biology of PCSK9. In the absence of PCSK?, the acidic environment of the endosome releases the LDLR from

the LDL particle, and the receptor is recycled to the cell surface whereas the LDL particle is routed to the lysosome (left panel).
When bound to PCSK9, the LDLR fraffics to the lysosomal compartment and is degraded along with the LDL particle (right

panel).
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important information regarding potential adverse
effects in particular for drugs targeting PCSK9
intracellularly.

Given that statins do not lower lipoprotein (a) [Lp(a)]
[13], it had not been anticipated that PCSK9 inhib-
itors that also increase the abundance of the LDLR
would significantly reduce Lp(a) levels [14]. Lp(a) is a
highly atherogenic lipoprotein made of a unique
protein structurally similar to plasminogen, apolipo-
protein (a) [apo(a)], covalently linked to the apoB100
moiety of an LDL particle [15™]. Elevated Lp(a) is the
single most common genetically inherited risk factor
for coronary heart disease. It is causative of calcific
aortic valve stenosis. Whereas circulating Lp(a) levels
are primarily determined genetically, the molecular
mechanisms by which PCSK9 inhibitors reduce Lp(a)
have not been clearly established and remain a point
of controversy [14,16].

In-vitro experiments have provided conflicting
evidence regarding the role of the LDLR in Lp(a)
cellular uptake. Thus, PCSK9 was shown to reduce
the binding and the cellular uptake of Lp(a) via the
LDLR in human hepatoma cells, in primary human
fibroblasts, and in primary murine hepatocytes,
whereas the LDLR-related protein 1 (LRP1) was ruled
out as a putative receptor for Lp(a) [17-19]. In
another study, the LDLR did not seem to play any
significant role in mediating Lp(a) cellular uptake in
primary human hepatocytes, in primary human
fibroblasts, as well as in human hepatoma cells
[14,20,21]. Neither did we observe any significant
difference in Lp(a) cellular uptake in primary lym-
phocytes isolated from controls and homozygous
familial hypercholesterolemia patients who totally
lack LDLR function (G. Lambert, unpublished obser-
vation). Other receptors have been proposed to medi-
ate Lp(a) hepatic uptake, including the scavenger
receptor BI (SR-BI), and the plasminogen receptor
PIgRKT [20]. In that study conducted in hepatoma
cells, Lp(a) is taken up by the plasminogen receptor
PIgRKT, and apo(a) is to some extent re-secreted.

In-vivo experiments have also provided conflicting
evidence regarding the role of the LDLR and the
effects of PCSK9 inhibitors on Lp(a) turnover, pro-
duction and catabolism. Thus, PCSK9 inhibition
with alirocumab increased, although not signifi-
cantly, the fractional catabolic rate of Lp(a) in
human volunteers [22]. In contrast, PCSK9

0957-9672 Copyright © 2018 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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neutralization with evolocumab in monotherapy
did not alter the fractional catabolic rate but rather
enhanced the production rate of Lp(a) in another
human study [23%]. Discrepancies between these
studies in terms of Lp(a) kinetic parameters might
stem from the facts that the degree of Lp(a) reduc-
tion induced by PCSK9 inhibitors substantially dif-
fered (—19 vs. —35%, respectively), and that the
demographical characteristics of the patients were
quite different (mixed race and sex vs. caucasian
men only, respectively) [22,24]. On top of statin
treatment, however, evolocumab enhanced the
catabolism of Lp(a) [23"]. In addition, alirocumab
was recently shown in nonhuman primates to effi-
ciently reduce apolipoprotein B100 primarily by
enhancing its catabolism and apolipoprotein (a)
primarily by lowering its production [25%], an obser-
vation in line with a previous study in which PCSK9
enhanced apo(a) secretion from human primary
hepatocytes [21].

The studies mentioned above have not provided
a consensus regarding the mechanism(s) governing
Lp(a) clearance. In favor of a role of the LDLR in
mediating Lp(a) clearance: familial hypercholester-
olemia patients presenting with LDLR defects usu-
ally display higher Lp(a) level than their nonaffected
relatives, the correlations between changes in LDL
(—50/60%) and changes in Lp(a) (—20/30%) follow-
ing PCSK9 inhibitors treatments are weak but
consistently significant [5,25%26] and appear inde-
pendent of apo(a) polymorphisms [27]. In favor of a
non-LDLR mediated pathway: PCSK9 inhibitors
lower Lp(a) even in receptor-negative homozygous
familial hypercholesterolemia patients without
modulating LDL-C, up-regulating the LDLR even
in the most potent statins does not reduce Lp(a),
there is no correlation between the levels of LDLR
expression assessed ex vivo and the levels of circulat-
ing Lp(a) in familial hypercholesterolemia patients
[13,28%]. More work is, therefore, required to eluci-
date the exact mechanisms governing Lp(a) produc-
tion and clearance and their modulation by PCSK9
and PCSK9 inhibitors.

From a clinical point of view, it has not been
established whether the reduction in Lp(a) induced
by PCSK9 inhibitors per se confers cardiovascular
protection. Clinical trials with evolocumab or alir-
ocumab have not shown any incremental benefits
in terms of cardiovascular risk (CVD) risk reduction
compared with what would have been anticipated
from the sole reduction in LDL-C induced by these
drugs [29,30]. Nevertheless, it has recently been
shown that patients with high baseline Lp(a) levels
benefit more from these treatments in terms of
absolute cardiovascular risk reduction than patients
with low-baseline Lp(a) levels (Dr M O’Donoghue
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presentation at EAS meeting 2018 and Dr V Bittner
presentation at ISA meeting 2018).

Despite their undisputable beneficial effects in low-
ering LDL-C and CVD risk, statins have shown to
slightly but significantly increase the risk of new-
onset diabetes among predisposed individuals. As
both statins and PCSK9 inhibitors reduce LDL-C by
increasing the abundance of the LDLR at the surface
of many cell types, most importantly hepatocytes, a
very logical question is to determine whether PCSK9
inhibitors might also increase the risk of diabetes.
Whereas enhancing the LDLR pathway in the liver is
antiatherogenic and clearly beneficial, activating
the same pathway in pancreatic B-cells may lead
to LDL cholesterol overload and be harmful to those
cells. This hypothesis is underpinned by Mendelian
randomization studies showing that genetic var-
iants in HMGCR and PCSK9 that confer lifelong
reductions in LDL-C levels and are thus cardiopro-
tective, also additively associate with an increased
risk of developing diabetes [31-33]. Further advo-
cating for a role of the LDLR in the development of
diabetes, the observation that diabetes prevalence is
twice lower in patients with familial hypercholes-
terolemia compared with their nonaffected relatives
(1.75 vs. 2.93%, respectively) [34]. Diabetes risk was
further reduced in carriers of the most severe muta-
tions (i.e. negative vs. defective LDLR genetic defects
at 1.41 vs. 1.80%, respectively), but also in carriers of
familial hypercholesterolemia causing APOB muta-
tions (at 2.42%) [34].

The LDLR is expressed abundantly at the surface of
pancreatic B-cells where it promotes LDL uptake
[35%]. However, B-cell lines exposed to LDL in cul-
ture often display increased necrosis or apoptosis as
well as reduced insulin secretion ability in response
to glucose, indicating that excessive uptake of LDL
cholesterol could be detrimental to p-cells [36,37].
Fully in line with its role in most tissues, PCSK9 is
involved in the regulation of the LDLR in pancreatic
islets. Thus, islet cells from PCSK9 knockout mice
show increased LDLR expression, whereas human
islets incubated with recombinant PCSK9 display
reduced LDLR expression levels [38]. Experiments
conducted in rodents have, however, yielded oppo-
site  conclusions about the effect of PCSK9-
deficiency on glucose homeostasis. There was no
alteration in glucose homeostasis in PCSK9

456 www.co-lipidology.com

knockout mice, including glucose-stimulated insu-
lin secretion measured in one study [38], whereas
another study showed that PCSK9 knockout male
mice are glucose intolerant, with an increased rate of
B-cell apoptosis [39]. In a more recent study, PCSK9
knockout mice were shown to present with glucose
intolerance without any sign of insulin resistance
[35%]. The secretion of insulin appeared impaired in
PCSK9 knockout mice, an effect associated with an
increased presence of islets of large sizes, and depen-
dent on the presence of a functional LDLR. In con-
trast, liver-specific PCSK9-knockout mice, a model
in which there is no detectable circulating PCSK9,
have normal pancreatic LDLR expression and do not
show any sign of glucose intolerance [35%]. In mice,
PCSK9 was found to be expressed in Langherans
islets &-cells and proposed to contribute to the limi-
tation of cholesterol overload in neighbouring -
cells [35%,38]. In humans, however, PCSK9 gene
expression appears to occur preferentially in B-cells
(Fig. 2). Beyond its role on B-cell function, the role
of PCSK9 on insulin sensitivity remains largely
unknown. In epidemiological studies, plasma
PCSK9 concentrations have been found to be posi-
tively correlated with the index of insulin resistance
HOMA-IR.

From a clinical point of view, the possibility that
PCSK9 inhibition may slightly increase the risk of
new onset diabetes is supported by some pathophys-
iological and genetic studies. However, PCSK9 inhi-
bition did not increase the risk of diabetes in large-
scale clinical trials [40%].
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PCSK9 gene is expressed in sorted human B-
cells - human pancreatic islets were isolated from
nondiabetic donors and pancreatic B<ells were sorted by
flow cytometry. PCSK9 mRNA expression was measured by
multiplexed hybridization and normalized to a panel of five
housekeeping genes. Data represent the mean = SEM of at
least three independent experiments. *P< 0.05 vs. fotal islets
cells. SEM, standard error of mean.
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The successful developments of evolocumab and
alirocumab unambiguously demonstrate that
PCSK9 is an extremely valuable therapeutic target,
given that these novel therapies clearly improve
clinical outcomes with extremely limited side
effects. The cellular trafficking pathways by which
PCSK9 enhance LDLR degradation either via the
endolysosomal extracellular route or via the
Golgi-lysosomal intracellular route still need to be
elucidated. Likewise, the mechanisms by which
PCSK9 inhibitors reduce lipoprotein (a) remain a
point of controversy and certainly merit additional
research efforts. Additional work on the putative
role of PCSK9 in the overall metabolism of glucose
are also needed, given the paucity of data from long-
term follow-up studies with PCSK9 inhibitors. No
doubt that these gaps in knowledge will be filled in
the coming years.
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L’effet de Iatorvastatine, de ’inhibition de la CETP et du diabéte de type 2 sur les niveaux
plasmatiques de PCSK9 et de Lp(a) chez les patients a haut risque cardiovasculaire

Benoit J. Arsenault, Francine Petrides, Fatiha Tabet, Weihang Bao, Kees Hovingh, Matthijs

Boekholdt, Stéphane Ramin-Mangata, Olivier Meilhac, David Demicco, Kerry-Anne Rye,

David D. Waters, John J. P. Kastelein, Philip Barter, Gilles Lambert

Publié dans Journal of Clinical Lipidology (2018) 12, 130-136

Introduction — PCSK9 est une protéine sécrétée majoritairement par les hépatocytes et
impliquée dans la régulation du LDLR. Ainsi, des dosages biochimiques ont été mis au point
afin de déterminer sa concentration plasmatique. Les premiers dosages réalisés sur 72
volontaires présentaient une grande variabilité des concentrations qui allaient de 50ng/mL a
600ng/mL (Lagace et al., 2006). Dans une autre étude chez 55 donneurs sains, les dosages de
PCSKQ plasmatiques étaient compris entre 11ng/mL et 115ng/mL. Dans une population de 115
patients diabétiques, les concentrations de PCSK9 variaient de 100ng/mL a 9 300ng/mL
(Alborn et al., 2007; Lambert et al., 2008). Les dosages biochimiques de PCSK9 chez les
individus diabétiques de type 2 et les non diabétiques étaient tous différents. lls ont été réalisés
par des equipes distinctes avec des approches expérimentales différentes. Il apparaissait donc
essentiel de comparer les niveaux de PCSK9 plasmatique entre une population de patients

diabétiques et une population d’individus non diabétiques de fagon homogene.

La cohorte ILLUMINATE (The Investigation of Lipid Level Management to Understand its
Impact in Atherosclerotic Events) a inclu 15 067 patients a haut risque cardiovasculaire ayant
fait un infarctus du myocarde, un AVC, une angine de poitrine ou un DT2 selon les

recommandations de I’ADA documenté.
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Mon role a été de déterminer par ELISA si les taux circulants de PCSK9 étaient differents entre
des patients diabétiques et non diabétiques sous différentes doses de statine, dans un sous-
groupe de la cohorte Illuminate comprenant 1 745 patients dont 48% diabétiques de type 2. Il
s’agit de la premicre étude établissant clairement un comparatif des concentrations

plasmatiques de PCSK9 entre non-diabétiques et diabétiques de type 2.
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RESULTS: At baseline, both plasma PCSK9 and Lp(a) were dose-dependently increased with
increasing atorvastatin doses. Compared with patients without T2D, those with T2D had higher
PCSK9 (357 £ 123 vs 338 = 115 ng/mL, P = .0012) and lower Lp(a) levels (28 = 32 vs
32 * 33 mg/dL, P = .0005). Plasma PCSKO9 levels significantly increased in patients treated with tor-
cetrapib (+13.1 = 125.3 ng/mL [+3.7%], P = .005), but not in patients treated with placebo
(+2.6 = 127.9 ng/mL [+0.7%], P = .39). Plasma Lp(a) levels significantly decreased in patients
treated with torcetrapib (—3.4 £ 10.7 mg/dL [—11.1%], P < .0001), but not in patients treated with
placebo (+0.3 = 9.4 mg/dL [+0.1%], P = .92).

CONCLUSION: In patients at high cardiovascular disease risk, PCSK9 and Lp(a) are positively and
dose-dependently correlated with atorvastatin dosage, whereas the presence of T2D is associated with
higher PCSK9 but lower Lp(a) levels. Cholesterol ester transfer protein inhibition with torcetrapib
slightly increases PCSK9 levels and decreases Lp(a) levels.
© 2017 National Lipid Association. All rights reserved.

Introduction

Statin therapy decreases low-density lipoprotein (LDL)
cholesterol levels and thereby reduces cardiovascular dis-
ease (CVD) risk.' By inhibiting intracellular cholesterol
synthesis, statins increase the expression of the LDL recep-
tor (LDLR), thus promoting an enhanced clearance of LDL
particles. However, statins also increase the expression of
proprotein convertase subtilisin kexin type 9 (PCSK9), a
natural circulating inhibitor of the LDLR.” PCSK9 binds
to the LDLR and after endocytosis targets the LDLR that
normally recycles back to the cell surface, for lysosomal
degradation. The efficacy of statins in reducing LDL
cholesterol levels appears to be partially offset by a
concomitant rise in PCSK9.** Pharmacologic inhibition
of PCSK9 with monoclonal antibodies lowers circulating
LDL cholesterol further in patients at high CVD risk and
not at LDL cholesterol therapeutic goals despite aggressive
statin treatment.”® It is therefore important to determine
whether and to what extent statins dose-dependently in-
crease circulating PCSK9 levels in such patients.

In contrast to statins, anti-PCSK9 monoclonal antibodies
promote an unexplained 25% to 30% reduction in circu-
lating lipoprotein (a) [Lp(a)] levels.” Lp(a) is a lipoprotein
subfraction analogous to LDL, where a unique protein ho-
mologous to plasminogen, apolipoprotein (a) [apo(a)], is
covalently tethered to apolipoprotein B100 by a unique di-
sulfide bond.” Approximately 20% of the Caucasian popu-
lation have high Lp(a) levels (above 50 mg/dL)’ and a
consequent increased risk of coronary heart disease, stroke,
calcific aortic valve stenosis, and heart failure.'’””"* The
molecular mechanisms of Lp(a) assembly that likely occurs
at the surface of hepatocytes between a newly synthesized
apo(a) and apoB100 containing lipoproteins (LpB) remain
elusive.'””  Apo(a) is never found associated with
triglyceride-rich lipoproteins but rather on cholesterol-rich
LDL particles.'>'® The impact of statin therapy on plasma
Lp(a) levels is somewhat controversial with studies docu-
menting slight decreases in Lp(a) while others suggest
that statins actually increase Lp(a) levels as well as the

amount of oxidized phospholipids carried by Lp(a)."’
Similar to PCSK9, whether statins dose-dependently influ-
ence Lp(a) plasma levels and whether this could be depen-
dent on metabolic disturbances is unknown.

To shed light on the metabolic states favoring Lp(a)
assembly, and thus elevated Lp(a) levels, in conjunction
with the ongoing development of PCSK9 inhibitors, we
aimed to determine the impact of different doses of statins,
with and without metabolic disturbances of triglyceride-
rich lipoproteins (eg, in type II diabetes [T2D]) and with
and without modulation of their cholesterol content (eg, by
inhibition of the cholesterol ester transfer protein [CETP])
on circulating PCSK9 and Lp(a) levels in patients at high
cardiovascular risk.

Methods

Study design

The Investigation of Lipid Level Management to Un-
derstand its Impact in Atherosclerotic Events (ILLUMI-
NATE) trial included 15,067 men and women at high
cardiovascular  risk  (Trial  Registration =~ Number:
NCTO00134264). The details of the study population have
been previously described.'® Briefly, men and women
aged 45 to 75 years were eligible if they had a prior history
of myocardial infarction, stroke, acute coronary syndrome,
unstable angina, peripheral vascular disease, or cardiac
revascularization within the period of 30 days to 5 years
before screening. Patients with T2D who met American
Diabetes Association criteria or who were currently on hy-
poglycemic agents were also eligible. During a run-in
period of 4 to 10 weeks, patients received atorvastatin,
which was titrated (if needed) at 2-week intervals to
achieve LDL cholesterol levels <100 mg/dL with atorvas-
tatin 10, 20, 40, or 80 mg/d. Patients whose LDL choles-
terol level met the target were randomly assigned to
receive either atorvastatin (at a dose established during
the run-in period) plus 60 mg of torcetrapib or atorvastatin
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plus placebo. Noteworthy, the use of torcetrapib in ILLU-
MINATE was found to have serious adverse off-target ef-
fects with an increase in cardiovascular events and
related deaths.'® We randomly selected 594 patients
receiving torcetrapib and atorvastatin matched in a 1:2 ra-
tio to 1151 patients receiving placebo and atorvastatin.
This subset of patients was selected to ensure patients
with T2D were overrepresented (48%) and that all atorvas-
tatin doses (10, 20, 40, and 80 mg/d) were also equally
represented.

Laboratory analyses

The level of high-density lipoprotein (HDL) cholesterol
was determined through enzymatic analyses with dextran
sulfate, polyethylene glycol-modified cholesterol esterase,
and cholesterol oxidase, to generate a peroxide that was
measured colorimetrically. Total cholesterol and triglycer-
ide levels were determined by standard enzymatic tech-
niques. LDL cholesterol was quantified by the Friedewald
formula, except when the triglyceride level was above
400 mg/dL, in which case LDL cholesterol levels were
measured by direct beta quantification. Lp(a) was measured
by immunoturbidimetry (Randox, Parramata, Australia)
and PCSK9 measured by enzyme-linked immunosorbent
assay (Cyclex, Nagano, Japan). Homeostasis model assess-
ment of insulin resistance (HOMA-IR) was calculated as
follows: glucose (mg/dL) X insulin (pmol/L) =+
7.175 X 405.

Statistical analyses

Comparisons of continuous variables were conducted
using the 2-sided Wilcoxon rank-sum test. A chi-square test

was used to compare categorical variables. Signed-rank
tests were used to compare baseline and 3-month PCSK9
and Lp(a) levels.

Results

Plasma PCSK9 and Lp(a) levels were measured at
baseline (at the end of the run-in period) and 3 months
after randomization in a subset of 594 patients receiving
torcetrapib and atorvastatin and in 1151 patients receiving
placebo and atorvastatin. The characteristics of the study
participants at baseline are presented in Table 1.

At baseline, that is, after the run-in period, both plasma
PCSK9 (Fig. 1) and Lp(a) levels (Fig. 2) were dose-
dependently elevated with increasing atorvastatin doses.
Compared with patients without T2D, those with T2D at
baseline had higher PCSK9 (357 £ 123 vs
338 = 115 ng/mL, P = .0012) and lower Lp(a) levels
(28 = 32 vs 32 * 33 mg/dL, P = .0005). Regardless of
T2D status, higher atorvastatin doses were associated
with higher PCSK9 levels (Fig. 1). Similar to PCSK9
levels, higher atorvastatin doses were associated with
higher Lp(a) levels (Fig. 2). Spearman correlation coeffi-
cients between PCSK9 and Lp(a) levels with parameters
of lipid metabolism and glucose homeostasis are presented
in Table 2. Despite statin therapy, which increases
PCSK9* and reduces total and LDL cholesterol levels,
circulating PCSK9 levels were positively associated with
total cholesterol, LDL cholesterol, triglycerides, and apoB
as well as with HDL cholesterol and apoA-I levels, albeit
to a lower extent. Plasma PCSK9 levels were also posi-
tively associated with fasting blood glucose, insulin, and
HOMA-IR. Circulating Lp(a) levels were positively

Table 1  Baseline characteristics of study participants classified on the basis of treatment group
Atorvastatin and placebo, N = 1151 Atorvastatin and torcetrapib, N = 594 P value

Male gender, % 83 85 24
Diabetes mellitus, % 48 50 42
Age, y 62 = 7.5 62 = 7.6 .75
Total cholesterol, mg/dL 153 *+ 26 153 * 27 .99
LDL cholesterol, mg/dL 77 = 20 171 =21 .79
HDL cholesterol, mg/dL 46 = 11 47 = 12 49
Triglycerides, mg/dL 151 =t 75 146 + 78 .02
Apolipoprotein B, mg/dL 72 =15 156 .06
Apolipoprotein A-I, mg/dL 123 &= 22 122 + 22 .06
Glucose, mg/dL 116 * 36 118 + 41 .95
Insulin, pmol/L 118 =135 117 = 109 .88
HOMA-IR 5.02 *+ 8.09 5.04 *+ 5.80 .78
Lipoprotein(a), mg/dL 30E:33 31 £ 33 .99
PCSK9, ng/mL 350 + 120 340 + 117 A1

HDL, high-density lipoprotein; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; LDL, low-density lipoprotein; PCSK9, proprotein

convertase subtilisin/kexin type 9.
Data are presented as percentage or mean = standard deviation.
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@@ Without T2D
@ With T2D Table 2 Spearman correlation coefficients between PCSK9

=0.004 p=0.62

PCSK9 levels (ng/ml)

Atorva 10

All patients

Atorva 20 Atorva 40 Atorva 80

Figure 1 Plasma PCSK9 levels at baseline in patients with or
without type II diabetes in the entire study sample and in patients
separated on the basis of atorvastatin dose. *Significantly different
from atorvastatin 10 mg group in patients without type I diabetes.
*Significantly different from atorvastatin 10 mg group in patients

with type II diabetes.

associated with LDL cholesterol, and to a much lower
extent with total cholesterol, apoB, and HDL cholesterol.
There was a weak but significant negative association be-
tween Lp(a) and triglycerides, fasting blood glucose, insu-
lin, and HOMA-IR (Table 2). There was no significant
correlation between PCSK9 and Lp(a) plasma levels.

We also measured PCSK9 and Lp(a) levels after
3 months of treatment either with placebo or with
torcetrapib on top of atorvastatin doses established during
the run-in period. Plasma PCSK9 levels significantly
increased in  patients treated with  torcetrapib
(+13.1 £ 125.3 ng/mL [ie, +3.7%], P = .005), but not
in patients treated with placebo (+2.6 * 127.9 ng/mL
[ie, +0.7%], P = .39). Increases in PCSK9 levels with tor-
cetrapib were statistically significant in patients with T2D
only (Fig. 3). In contrast, plasma Lp(a) levels significantly
decreased in  patients treated with  torcetrapib
(—3.4 = 10.7 mg/dL [—11.1%], P <.0001), but not in pa-
tients treated with placebo (+0.3 * 9.4 mg/dL [+1%],
P = .92). Decreases in Lp(a) were observed in patients
with and without T2D (Fig. 4). Changes in PCSK9 were
not associated with changes in Lp(a) levels in patients
treated with torcetrapib (Spearman correlation coefficient
r= —0.03, P = 21).

@@ Without T2D
@@ With T2D

p=0.003

Lipoprotein (a) levels (mg/dl)

All patients Atorva 10
Figure 2 Plasma Lp(a) levels at baseline in patients with or
without type II diabetes in the entire study sample and in patients
separated on the basis of atorvastatin dose. *Significantly different
from atorvastatin 10 mg group in patients without type II diabetes.

Atorva 20 Atorva 40 Atorva 80

#Significantly different from atorvastatin 10 mg group in patients
with type II diabetes.

and lipoprotein(a) levels and parameters of lipid metabolism or
of glucose homeostasis

PCSK9

0.25 (P < .0001)
0.15 (P < .0001)

Lipoprotein(a)

0.1 (P < .0001)
0.21 (P < .0001)

Total cholesterol
LDL cholesterol

HDL cholesterol 0.08 (P = .0007) 0.05 (P = .03)
Triglycerides 0.16 (P < .0001) —0.11 (P < .0001)
Apolipoprotein B 0.22 (P < .0001) 0.06 (P = .01)
Apolipoprotein A-I  0.15 (P < .0001) 0.01 (P = .63)
Lipoprotein(a) 0.03 (P = .38) -

PCSK9 - 0.03 (P = .38)
Glucose 0.14 (P < .0001) —0.05 (P = .04)
Insulin 0.17 (P < .0001) —0.05 (P = .05)
HOMA-IR 0.18 (P < .0001) —0.06 (P = .01)

HDL, high-density lipoprotein; HOMA-IR, homeostasis model
assessment of insulin resistance; LDL, low-density lipoprotein;
PCSK9, proprotein convertase subtilisin/kexin type 9.

Discussion

In this sub-study of ILLUMINATE, a randomized
clinical trial that documented the impact of CETP inhibi-
tion with torcetrapib on cardiovascular outcomes, we found
that atorvastatin therapy was dose-dependently associated
with higher PCSK9 and Lp(a) levels. The presence of T2D
was also associated with higher PCSK9, but lower Lp(a)
levels. We also showed that CETP inhibition with torce-
trapib for 3 months slightly increased PCSK9 levels and
decreased Lp(a) levels.

We found that atorvastatin therapy was dose-
dependently associated with higher PCSK9 levels. It is
well established that all statins significantly increase
circulating PCSK9 levels compared either with placebo or
pretreatment values in humans (as reviewed by Sahebkar
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Figure 3 Changes in plasma PCSK9 levels after 3 months on
placebo or torcetrapib in patients with and without type II dia-
betes. *Significantly different from baseline.
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Figure 4 Changes in plasma Lp(a) levels after 3 months on pla-
cebo or torcetrapib in patients with and without type II diabetes.
*Significantly different from baseline.

et al.'”). Our study is the largest ever conducted on this
topic and extends the results of a previous study on rosuvas-
tatin® by comprehensively documenting for the first time a
dose response association between statin and PCSK9 levels.
Compared with patients on 10 mg atorvastatin, those on the
maximal 80 mg atorvastatin treatment dose had 37 ng/mL
higher plasma PCSK9 levels. This increase in PCSK9
levels is of the same magnitude to that reported in patients
on 10 mg atorvastatin vs placebo or pretreatment values
(ie, +40 ng/mL). ' This observation underlines that the ef-
fects of atorvastatin on circulating PCSK9 levels are not
linearly proportional to the treatment dose, similar to
statin-mediated LDL cholesterol-lowering dose effects.””
We also observed in ILLUMINATE that higher atorvas-
tatin doses were associated with elevated Lp(a) levels. The
impact of statin therapy on Lp(a) levels is somewhat
controversial. For instance, in the Aortic Stenosis Progres-
sion Observation: Measuring Effects of Rosuvastatin trial,
40 mg rosuvastatin promoted a 20% increase in circulating
Lp(a) levels.'” In the Treating to New Targets trial, we have
shown that uptitration of atorvastatin doses from 10 to
80 mg/d was associated with a small but significant in-
crease in Lp(a).21 In the Justification for the Use of Statins
in Prevention: an Intervention Trial Evaluating Rosuvasta-
tin trial however, 20 mg rosuvastatin did not significantly
increase Lp(a) levels compared with pretreatment values.”>
In contrast, both atorvastatin and simvastatin reduced Lp(a)
in a smaller cohort of heterozygous familial hypercholester-
olemic patients.”” We therefore cannot rule out that ILLU-
MINATE patients requiring higher doses of atorvastatin to
achieve LDL cholesterol <100 mg/dL were those with
higher untreated baseline Lp(a) levels because assays that
measure LDL cholesterol also include the contribution of
Lp(a) cholesterol.”” In that respect, the single nucleotide
polymorphism rs10455872, that is a strong predictor of
plasma Lp(a) levels, is also the second most important

genetic determinant of LDL cholesterol lowering with
statins.”

Next, we showed that patients with T2D had higher
PCSK9 levels than patients without T2D, as recently
reported in a smaller cohort.”® However, PCSK9 levels
were not different between patients with vs without T2D
in another smaller study.”’ Important questions still remain
regarding the directionality and causality of this associa-
tion. In that respect, insulin has been shown to enhance
PCSK9 expression, which may argue in favor of T2D
causing elevations in PCSK9 levels.”®* This observation
is also supported by the recent publication of 2 large-
scale genetic associations studies that have shown that
loss-of-function variants at the PCSK9 loci associated
with impaired PCSK9 function may be associated with an
increased risk of T2D.*'!

In contrast, we found that Lp(a) levels were reduced in
patients with T2D compared with patients without T2D.
This result confirms previous studies showing lower Lp(a)
levels in patients with T2D vs patients without T2D and
extends the observations of 3 large prospective studies
demonstrating a strong inverse association of Lp(a) levels
with the risk of incident T2D (as reviewed by Tsimikasx).
However, a genetic study challenged this association by
showing that 4 single nucleotide polymorphism strongly
correlated with the number of apo(a) kringle IV, repeats
and Lp(a) levels did not predict T2D risk.” A potential
explanation for reduced Lp(a) levels in patients with T2D
is that insulin reduces apo(a) synthesis in primary hepato-
cytes.”? More likely, because T2D is characterized by
increased levels of triglyceride-rich apoB-containing lipo-
protein, which is (unlike LDL) a poor acceptor for
apo(a), there is probably a reverse causality between
Lp(a) levels and T2D. In line with this hypothesis, Lp(a)
was significantly and negatively correlated with plasma tri-
glycerides in the present study.

We also found that torcetrapib reduced Lp(a) by 11%.
Noteworthy, more potent CETP inhibitors such as anace-
trapib, evacetrapib, and TA-8995 provide 25% to 40%
reductions in Lp(a) levels.”*° Because CETP inhibition
limits the net flux of triglycerides from triglyceride-rich li-
poproteins to HDL and the net flux of cholesterol esters
from HDL to triglyceride-rich lipoproteins particles, we
speculate that fewer LDL-like particles might serve as sub-
strate for Lp(a) assembly. In that respect, a recent genetic
association study showed that genetic variants at the LPA
locus linked with high Lp(a) levels were causally related
with lower levels of circulating and triglyceride-rich lipo-
proteins particles. The directionality of this association
clearly needs to be clarified.”’

Finally, we found that CETP inhibition with torcetrapib
provides a small but significant increase in PCSK9 levels,
in patients with T2D, but not in patients without T2D. The
fact that torcetrapib was found to have serious off-target
effects'® raises the possibility that the effects of torcetrapib
observed in our study may have been unrelated to CETP in-
hibition. In contrast to our findings, other CETP inhibitors
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were shown to reduce PCSK9 expression in vitro, in mice
and monkeys.” "' Additional research will be needed to
determine whether changes in PCSK9 levels result from a
modulation of the canonical sterol regulatory element-
binding protein 2 transcription factor pathway or from
off-target effects of torcetrapib.

In humans, the impact of CETP inhibition on PCSK9
appears to rely on background lipid-lowering therapy.”” In a
study that included 39 mildly hypercholesterolemic pa-
tients, anacetrapib (100 mg/d) decreased PCSK9 levels by
18% in monotherapy but had no significant influence on
PCSKO9 levels (+3.4%) on top of atorvastatin 20 mg/d.
Interestingly, plasma PCSK9 levels were weakly but posi-
tively associated with CETP activity in a cross-sectional
study of 450 participants in a high-risk primary prevention
setting."’ Carriers of the PCSK9-R46L loss-of-function
variant (linked with lower LDL cholesterol levels) also pre-
sented with lower CETP activity. This association has not
been replicated in another study.” Thus, targeting CETP
appears to influence PCSK9. Whether targeting PCSK9
also influences CETP activity will require confirmation.

We conclude that (1) both PCSK9 and Lp(a) levels are
positively and dose-dependently increased by atorvastatin.
The mechanisms by which statins increase PCSK9 levels
are well known,™ but those by which higher atorvastatin
doses may increase Lp(a) levels remain elusive. (2) The
presence of T2D is associated with higher PCSK9, but
lower Lp(a) levels. Whereas impaired apoB-containing li-
poprotein remodeling in T2D and on CETP inhibition ap-
pears to be a plausible causative mechanisms for reduced
Lp(a) in those patients, it is not clear as to why patients
with T2D have higher PCSK9 levels and why CETP inhibi-
tion with torcetrapib increased PCSK9 levels in these pa-
tients. The physiological link(s) between glycemic
parameters, PCSK9, LDL receptor function, and Lp(a)
metabolism clearly needs to be addressed in future studies.
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Discussion et perspectives

Notre étude a permis de mettre en évidence pour la premiere fois au sein de la méme cohorte
(Muminate) que les concentrations plasmatiques de PCSK9 sont plus élevées chez les patients
diabétiques de type 2 comparés aux normoglycémiques (375£123ng/ml vs. 338+115ng/ml,
p=0,0012). Le traitement avec des doses croissantes d’atorvastatine a induit une augmentation

des concentrations de PCSK9 similaire chez les diabétiques et non diabétiques.

PCSK9 a été dosé au niveau plasmatique dans de nombreuses études incluant des
normoglycémiques et des diabétiques (Lagace et al., 2006; Alborn et al., 2007; Mayne et al.,
2007; Lambert et al., 2008). Néanmoins, ces tests ELISA ont été réalisés avec des tests
différents sur des populations differentes, a des temps différents et par des expérimentateurs
différents. Ainsi, la variation entre les concentrations de PCSK9 est tres étendue (de 11ng/ml a
13 390ng/ml), rendant difficile les comparaisons. Nous avons réalise ces dosages partir du
plasma des patients au moment de I’inclusion en utilisant le méme test ELISA commercial qui
faisait consensus (Cyclex) et avec le méme expérimentateur ce qui a diminué grandement
I’étendue de la variation des concentrations de PCSKO9. La stratification des patients en fonction
des doses d’atorvastatine a révélé que les concentrations de PCSK9 augmentent suite a un
traitement avec une statine, confirmant les données de la littérature (Sahebkar et al., 2015).
Néanmoins, comme pour la diminution des taux de LDL-C, D’effet des statines sur

I’augmentation de PCSK9 n’est pas linéaire (Jones et al., 1998).

Comparée aux études antérieures, notre étude comporte un plus grand nombre de patients. En
effet, nous avons dosé PCSK9 dans le plasma de 1 745 patients comparé a 106 patients en
moyenne dans les autres études. Notre étude était aussi, de loin, la plus compléte en terme de
mesure de parametres cliniques et biologiques. Il a donc été possible d’établir des corrélations
entre les concentrations plasmatiques en PCSK9 et plusieurs paramétres autres que lipidiques

comme la glycémie ou 'HOMA-IR. Néanmoins, notre étude comporte certaines limites et
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notamment 1’absence de groupe de patients ou d’individus sans traitement a 1’atorvastatine. De
plus, il s’agit d’un essai clinique randomisé avec des critéres d’inclusion stricts. Par exemple,
I’ensemble des individus inclus devait avoir un LDL-C inférieur ou égal a 100mg/dl apres

traitement a ’atorvastatine ce qui limite un peu la généralisation des conclusions de cette étude.

Les dosages de PCSKO réalisés dans cette étude nous ont permis d’établir des corrélations entre
PCSKO et différents parametres dont la glycémie, 1’insulinémie et I’indice d’insulinorésistance
HOMA-IR. Il est ressorti de notre étude que le taux de PCSK9 plasmatique est corrélé de fagon
positive a ces 3 paramétres. La causalité de cette association reste a determiner. Autrement dit,
est-ce qu’une augmentation de PCSK9 dans la circulation induirait une augmentation de la
glycémie, de I’insulinémie et de la résistance a ’insuline ou en est-ce la consequence ? En effet,
il a été montré, d’une part, que ’insuline augmente I’expression de PCSK9 (Costet et al., 2006;
Miao et al., 2015) et d’autre part, dans 2 larges études Mendéliennes randomisées que les formes
LOF de PCSK9 sont associées a une augmentation du risque de développer un DT2 (Ference

et al., 2016; Schmidt et al., 2017).

En conclusion, nous avons montré dans cette étude que les concentrations plasmatiques de
PCSKQ sont plus élevées chez les patients diabétiques de types 2 et confirmé dans la plus grande
cohorte testée a ce jour que les statines induisent une augmentation du niveau de PCSKO.
Néanmoins, cet effet n’est pas linéaire en fonction de la dose de statine. Nous avons également
montré que le taux circulant en PCSKO9 est corrélé de fagon positive a la glycémie, I’insulinémie
et I’indice HOMA-IR. Ces résultats suggeérent que PCSK9 pourrait étre prédictif de la survenue

du DT2.
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3. Deuxiéme article

Les niveaux plasmatiques de PCSK9 ne sont pas associés a une conversion au diabéte de type

2

Stéphane Ramin-Mangata, Matthieu Wargny, Matthieu Pichelin, Cédric Le May, Aurélie

Thédrez, Valentin Blanchard, Brice Nativel, Raul D. Santos, Isabela M. Bensefior, Paulo A.

Lotufo, Gilles Lambert*, Bertrand Cariou*

* contribution égale

Publié dans Atherosclerosis (2020) 293, 49-56

Dans I’étude JUPITER, une association a été établie entre 1’utilisation de statine a forte dose et
I’apparition de diabéte de type 2 chez les individus prédisposés (Ridker et al., 2012). De plus,
des études Mendéliennes randomisées ont mis en évidence une corrélation positive entre les
variants génétiques de PCSK9, de I’HMGCR, du LDLR favorisant une diminution du LDL-C et
le risque de DT2 (Ference et al., 2016; Lotta et al., 2016; Schmidt et al., 2017). Ces études
suggerent que la sur-activation du LDLR favoriserait 1’apparition du DT2. PCSK9 est un
inhibiteur du LDLR. Ainsi, il semblerait qu’inhiber PCSK9 pourrait étre délétére et favoriser
d’autant plus le risque de développer un DT2. En 2015, des anticorps dirigés contre PCSK9 ont
été mis sur le marché. Les premiéres études apres un traitement avec un inhibiteur de PCSK9
ne montrent pas d’augmentation de la survenue du DT2 (Colhoun et al., 2016; Sabatine et al.,
2017c; Sattar et al., 2017; Ray et al., 2019b). Néanmoins, le temps de suivi des patients et leur
nombre est insuffisant pour statuer sur le risque de développer un DT2. Dans la premiere étude,
nous avons reporté pour la premiére fois que les niveaux plasmatiques de PCSK9 sont plus
élevés chez les patients diabétiques de type 2 comparés a des non-diabétiques. Ainsi, le dosage
de PCSK9 pourrait étre un marqueur prédictif de la bascule vers le DT2 chez les individus

prédiabétiques. Dans cette deuxieme étude, j’ai déterminé les niveaux de PCSKO dans le plasma
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d’individus de deux cohortes au moment de leur inclusion : les cohortes ELSA-Brasil (Etude

longitudinale de la santé des adultes) et IT-DIAB (Innovation thérapeutique diabéte).

La cohorte en population générale ELSA-Brasil est une cohorte brésilienne composée de plus
de 15 000 individus en bonne santé. Le plasma, le profil lipidique et d’autres paramétres
biologiques de ces individus a I’inclusion sont disponibles. Au travers d’une collaboration avec
I’équipe du Pr. Lotufo, nous avons eu acces au plasma de 2 100 individus de la région de Sao
Paulo collecté au moment de leur inclusion entre 2008 et 2010. Ces individus étaient non
diabétiques au moment de I’inclusion et n’avaient ni événement cardiovasculaire ni probléeme
rénal ou hépatique documentés. Ces individus ont été suivis pendant 4 ans. La variation de leur
état glycémique a été évaluée a I’inclusion et a la fin du suivi. La cohorte IT-DIAB est une
cohorte francaise composée de plus de 303 individus prédiabétiques inclus entre 2010 et 2013.
L’état glycémique de ces individus a été suivi pendant 5 ans. En collaboration avec 1’équipe du
Pr. Cariou, nous avons eu acces au plasma de ces individus. Pour I’ensemble des individus des
2 cohortes la conversion d’un état non-diabétique vers un prédiabéte ou la survenue d’un diabete

de type 2 a été documentée.

Mon second objectif de thése était de déterminer si le taux de PCSK9 circulant est un marqueur
prédictif ou non de la survenue du DT2. Nous avons analysé les liens entre les concentrations
plasmatiques de PCSKO et la variation de la glycémie et la survenue du diabéte de type 2. Par
le biais de cette étude nous avons pu estimer si I’inhibition de PCSK9 représente ou non un

risque de développer un diabete de type 2.
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HIGHLIGHTS

® Like statins, PCSK9 inhibitors have been proposed to increase the risk of new onset diabetes (NOD).
® We show that PCSK9 levels do not predict the transition from prediabetes to NOD.
® Inhibiting circulating PCSK9 should be safe for glucose homeostasis.

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Keywords:
PCSK9

PCSK9 inhibition
New onset diabetes
Type 2 diabetes

Background and aims: PCSK9 is an endogenous inhibitor of the LDL receptor pathway. Recently, Mendelian
randomization studies have raised a doubt about the diabetogenic risk of PCSK9 inhibitors. Here, we assessed the
relationship between plasma PCSK9 levels and the risk of new onset diabetes (NOD).

Methods: Fasting plasma PCSK9 levels were measured at baseline by ELISA in subjects without lipid lowering
treatment in IT-DIAB (n = 233 patients with prediabetes, follow-up 5 years) and ELSA-Brasil (n = 1751; 27.5%
with prediabetes, follow-up 4 years) prospective cohorts. The primary outcome in both studies was the incidence
of NOD. The association of NOD with plasma PCSK9 levels was studied using multivariable Cox models.
Results: Plasma PCSK9 levels were not significantly associated with NOD in IT-DIAB (HR (+1SD) 0.96, Closs,
[0.76; 1.21]) and ELSA-Brasil (OR (+1SD) 1.13 [0.89; 1.42]). In ELSA-Brasil, a significant positive association
between PCSK9 and ing of glucose h asis, including the progression from normoglycemia to pre-
diabetes, was found (OR (+1SD) 1.17 [1.04; 1.30], p = 0.0074). Plasma PCSK9 concentration was also posi-
tively associated with the change in fasting plasma glucose between the first and second visit in ELSA-Brasil
(B = 0.053, Clgsy, [0.006; 0.10], p = 0.026). Plasma PCSK9 levels positively correlated with total cholesterol in
IT-DIAB and ELSA-Brasil, but not with glucose homeostasis parameters, except for a positive correlation with
HOMA-IR in ELSA-Brasil.

Conclusions: Plasma PCSK9 levels were not significantly associated with NOD risk in longitudinal analyses.
These data suggest that inhibition of the PCSK9 extra-cellular pathway should not be deleterious for glucose
homeostasis.
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1. Introduction

Recent studies have shown an inverse relationship between low-
density lipoprotein cholesterol (LDL-C) homeostasis and risk of type 2
diabetes. The first signal came from the JUPITER trial with rosuvastatin
and was further confirmed by several meta-analyses of randomized
controlled trials with statins [1]. Despite their undisputable beneficial
effects in lowering LDL-C and cardiovascular diseases, statins have
shown to slightly, but significantly, increase the risk of NOD [2-6].
Next, Mendelian randomization studies indicated that loss-of-function
(LOF) variants in the 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA Reductase
(HMGCR) gene, the molecular target of statins, are associated with an
increased risk of NOD. This suggests that the diabetogenic effect of
statins is a true on-target effect operating via an up-regulation of the
LDLR pathway [7]. Conversely, diabetes prevalence is twice lower in
patients with familial hypercholesterolemia, compared with their non-
affected relatives, with diabetes risk being maximally reduced in car-
riers of the most severe mutations in LDLR [8].

Proprotein Convertase Subtilisin Kexin type 9 (PCSK9) is an en-
dogenous inhibitor of the LDLR pathway that acts by directing LDLR
towards lysosomal degradation. Commercially available PCSK9 in-
hibitors (alirocumab and evolocumab) are fully human monoclonal
antibodies (mADb) that bind circulating PCSK9 and prevent its interac-
tion with LDLR at the cell surface, precluding LDLR intracellular de-
gradation [9]. Since statins and PCSK9 inhibitors reduce LDL-C by in-
creasing the abundance of LDIR at the surface of many cell types, in
particular hepatocytes [10,11], a relevant question is to determine
whether PCSK9 inhibitors might also increase the risk of diabetes in
humans.

This hypothesis is underpinned by the observation that some PCSK9
knockout mouse models [12,13], but not all [14], display hypergly-
cemia, impaired glucose tolerance, and reduced insulin secretion. This
deleterious effect of PCSK9-deficiency on glucose homeostasis is ap-
parently mediated by LDLR [13]. More importantly, Mendelian ran-
domization studies showed that PCSK9 LOF variants associate with
higher fasting plasma glucose (FPG) and a higher risk of diabetes
[15-17]. The odds ratio for diabetes associated with HMGCR and
PCSK9 LOF variants appears to be proportional to the extent of LDL-C
lowering induced by those variants [17].

To gain further insights into the possibility that inhibiting PCSK9 in
the plasma with PCSK9 mAb may be diabetogenic, we assessed the
relationship between circulating PCSK9 levels and the risk of NOD in
two longitudinal cohorts.

2. Materials and methods
2.1. Study population

The study populations belong to the IT-DIAB study (Innovation
Thérapeutique-Diabéte NCT01218061 & NCT01432509) and ELSA-
Brasil (Estudo Longitudinal de Satide do Adulto, NCT02320461).

IT-DIAB - Briefly, the IT-DIAB study is a 5-year prospective, ob-
servational study designed to identify new biomarkers of type 2 dia-
betes risk in a population with prediabetes. The population was re-
cruited in the occupational centers of three French cities: Nantes, Saint-
Nazaire and Lille. The institutional ethics committee approved the
protocol, and all the reported investigations have been carried out in
accordance with the principles of the Declaration of Helsinki as revised
in 2008. All patients underwent baseline visit between June 2010 and
February 2013, including a medical interview, signing of the informed
consent, self-administered questionnaire of diabetes risk score, physical
examination (including body weight, height, waist and hip cir-
cumference measurements) and blood sampling. Patients without his-
tory of diabetes and with impaired fasting glucose (IFG; WHO criteria)
were eligible for the IT-DIAB study. The main exclusion criteria were a
history of treatment with oral anti-diabetic agents or insulin (with the
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exception of gestational diabetes), severe coagulation disorder or
thrombocytopenia (platelets levels < 100,000/mm?), severe renal
insufficiency (defined using MDRD equation as eGFR < 30mL/
min.1.73 m?), severe liver impairment (prothrombin ratio < 50%),
severe psychiatric disorders, alcohol abuse (estimated > 30 g/day),
patient's opposition or inability to participate at least 5 years in the
study. For the present analysis, we also secondarily excluded the po-
pulation with concomitant statin therapy. Ultimately, 233 patients with
at least one follow-up visit were considered for the present analysis (see
flowchart in Supplemental Fig. 1 and Supplemental Table 2).

ELSA-Brasil - The ELSA-Brasil study design and cohort profile have
been published elsewhere [18,19]. Briefly, it is a cohort of 15,105 men
and women apparently healthy active and retired civil servants living in
six Brazilian cities (Belo Horizonte, Porto Alegre, Rio de Janeiro, Sal-
vador, Sao Paulo, and Vitoria), aged between 35 and 74 years at
baseline. Information on sociodemographic, clinical history, family
history of diseases, lifestyle factors, mental health, cognitive status, and
occupational exposure was assessed from August 2008 to December
2010. Anthropometric measurements and laboratory and imaging tests
were also obtained. The study was conducted in accordance with the
Declaration of Helsinki and was approved by the local institutional
review boards. All participants signed the informed consent before
enrollment. Participants enrolled in the Sao Paulo site (5060 persons in
total) without diabetes (non-inclusion criteria: FPG = 126 mg/dL and/
or 2-h post-load glucose = 200 mg/dL and/or history of treatment with
oral anti-diabetic agents or insulin), without cardiovascular, renal or
hepatic diseases (exclusion criteria: self-reported history of medical
diagnosis of these pathologies), and who did not report prescription of
lipid-lowering agents, were eligible for this ancillary and exploratory
study. We randomly selected 1751 eligible participants fulfilling the
inclusion criteria for subsequent PCSK9 plasma concentrations mea-
surements, corresponding to a third of participants enrolled in the Sao
Paulo site (Supplemental Table 2).

2.2. Biochemical analyses

IT-DIAB - During the baseline visit, peripheral venous blood samples
were obtained in the morning after an overnight fast for biological
analysis and the constitution of a biocollection. Standard biological
analyses included FPG, A1C, and lipid profile (direct measurements of
total cholesterol (TC), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C),
and triglycerides (TG); LDL-C was calculated using the Friedewald
equation and non-HDL-C was calculated as TC minus HDL-C). Frozen
heparinized plasma was used for insulin measurement by electro-
chemiluminescent enzyme immunoassay (ECLIA) using the Cobas e-
automated clinical analyzer system (Roche Diagnostics, Meylan,
France). Plasma high molecular weight (HMW) adiponectin levels were
measured by ECLIA on an automated clinical analyzer system
Lumipulse G600 (Fujirebio, Les Ulis, France). A standardized 75 g oral
glucose tolerance test (OGTT) was performed in all participants uti-
lizing an anhydrous glucose solution. Homeostasis model assessment of
insulin resistance (HOMA-IR) was defined according to the equation
proposed by Matthews et al. [20].

ELSA-Brasil - A 12-h fasting blood sample was drawn in the morning
soon after arrival at the research clinic, following standardized proce-
dures for samples collection and processing. A standardized 75 g oral
glucose tolerance test (OGTT) was performed in all participants without
known diabetes utilizing an anhydrous glucose solution. For measure-
ment of fasting and post-load glucose we used the hexokinase method
(ADVIA 1200, Siemens); for fasting and post-load insulin, an im-
munoenzymatic assay; for A1C, high-pressure liquid chromatography.
TC, HDL-C and TG were measured with enzymatic colorimetric assays
(ADVIA Chemistry). LDL-C was calculated using the Friedewald equa-
tion. When TG were =400 mg/dL, LDL-C was measured directly with
an enzymatic colorimetric assay (ADVIA Chemistry).

PCSK9 assays - Total PCSK9 plasma concentrations were determined
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Baseline characteristics of the statin-free populations of the IT-DIAB and ELSA-Brasil cohorts, and correlation with PCSK9.

IT-DIAB (n = 233)

ELSA-Brasil (n = 1751)

Description Correlation with PCSK9 (p -value)” Description Correlation with PCSK9 (p-value)”
Clinical characteristics
Age (years) 56.3 + 9.8 —0.18 (0.0048)** 50.4 * 8.4 0.04 (0.084)
Women 76 (32.6%) - 888 (50.7%) -
BMI (kg/m?) 29.7 + 6.3 —0.06 (0.34) 269 * 4.6 0.03 (0.28)
Waist circumference (cm) 98.0 = 14.3 —0.12 (0.065) 89.3 + 11.7 0.03 (0.23)
Postmenopausal women NA - 384 (43.2%) -
Lipid profile
Total cholesterol (mg/dL) 223.1 + 38.8 0.17 (0.0089)** 215.8 = 38.5 0.09 (0.00033)***
Triglycerides (mg/dL) 133.0 = 79.0 0.03 (0.62) 133.1 = 84.0 0.08 (0.0015)**
LDL-C (mg/dL) 1432 * 349 0.12 (0.083) 134.1 = 33.0 0.08 (0.0011)**
HDL-C (mg/dL) 531 = 153 0.04 (0.50) 55.6 + 13.9 0 (0.99)
Non-HDL-C (mg/dL) 169.7 = 40.3 0.12 (0.074) 160.2 = 37.1 0.10 (< 0.0001)***
ApoAl (mg/dL) NA = 156.6 = 22.2 0.01 (0.66)
ApoB (mg/dL) NA = 107.2 = 23.1 0.08 (0.00082)***
PCSK9 (ng/mL) 260.3 = 95.0 - 318.7 = 82.6 -
Glucose homeostasis
Fasting PG (mg/dL) 1157 + 4.4 —0.02 (0.74) 101.0 = 6.1 0.04 (0.13)
PG 2 h after OGTT (mg/dL) NA - 1226 = 25.0 -0.01 (0.59)
HbA, (%) 58 = 0.4 0.01 (0.89) 53 = 05 0.03 (0.17)
HbA,. (mmol/mol) 40.3 = 4.9 0.01 (0.89) 341 = 59 0.03 (0.17)
Fasting insulin (mUI/L) 137 + 9.3 0.05 (0.48) 12.0 = 7.9 0.06 (0.015)"
Insulin after OGTT (mUI/L) NA - 832 + 69.1 0.04 (0.14)
HOMA-B 75.8 (53.6-117.4) 0.03 (0.69) 114.8 = 75.9 0.05 (0.028)"
HOMA-IR 39 + 27 0.05 (0.49) 2.6 (1.8-3.7) 0.06 (0.01)*
Adiponectine (jg/mL) 3.4 (2.3-4.8) 0.03 (0.71) NA =

Data are presented using size (%), mean *

Homeostasis Model A of Insulin R
@ p-value 0.01-0.05; ** p-value 0.001-0.01; *** p-value < 0.001.
b Correlation with PCSK9: Spearman's correlation coefficient.

using the Quantikine SPC900 ELISA kit (R&D Systems, Lille, France)
[21]. Briefly, plasma samples were diluted 1:20 in the calibrator diluent
onto ELISA plates and incubated for 2hrs on a plate shaker at 450 rpm.
Wells were rinsed with wash buffer using an automated Hydroflex
TECAN microplate washer. The detection HRP-conjugated antibody
was added to each well and plates were incubated for 2 h at 450 rpm.
Wells were rinsed. The TMB substrate solution was added to each well
and plates were further incubated in the dark for 30 min at 450 rpm.
Reactions were stopped by the addition of 0.2 N acid sulphuric solution.
Absorbance was read at 450 nm with reference at 540 nm on an Infinite
200 pro TECAN plate-reader. These measurements were performed by
the same experimentator (SR-M), on the same site and using the same
materials for both cohorts.

2.3. Follow-up and conversion to new onset diabetes

IT-DIAB - The end of the follow-up occurred at the fifth yearly visit,
or prematurely if the patient met one of the following criteria: patient's
withdrawal or loss to follow-up, inappropriate prescription of anti-
diabetic agent, bariatric surgery or death. NOD was defined by a FPG
value = 126 mg/dL and/or a plasma glucose =200 mg/dL after 2-h
OGTT.

ELSA-Brasil - In ELSA-Brasil, 2-h OGTT was performed for all pa-
tients both at baseline and at 4-year visit. Diabetes status was classified
as diabetes, prediabetes or normal glucose levels. NOD was defined as a
FPG value = 126 mg/dL or a plasma glucose =200 mg/dL after 2-h
OGTT. Prediabetes was defined as no NOD and either FPG value be-
tween 110 and 125 mg/dL or a plasma glucose between 140 and
199 mg/dL after 2-h OGTT. Normal glucose level was defined as neither
NOD nor prediabetes. Finally, the worsening of glucose homeostasis
was defined as a shift between baseline and 4-year visit, either from
normal glucose level to prediabetes or NOD, or from prediabetes to
NOD.
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standard deviation or median (25th-75th percentiles). ApoAl: apolipoprotein Al; ApoB: apolipoprotein B; HOMA-IR:
e; NA: data not available; OGTT: oral-glucose tolerance test; PG: plasma glucose.

2.4. Statistical analyses

Baseline categorical parameters are presented using frequencies
(percentages), continuous parameters are presented using mean * SD
or median (25th — 75th percentiles) in case of a skewed distribution.
The correlation between plasma PCSK9 levels and the other parameters
is expressed by the corresponding Spearman’s rank coefficients. We
analysed follow-up data through two outcomes: the incidence of NOD
and the change in FPG. In IT-DIAB, the incidence of NOD was examined
by drawing the Kaplan-Meier curves according to quartiles of plasma
PCSK9 level. A Cox model was used to determine the association be-
tween plasma PCSK9 levels (as a continuous parameter) and the in-
cidence of NOD, before and after adjustment for classical risk factors
retained after stepwise selection, such as age at baseline, sex, waist
circumference, FPG, TG, LDL-C, HDL-C and adiponectin. For ELSA-
Brasil, a logistic regression model was used to assess the relationship
between baseline PCSK9 and the incidence of NOD during the four-year
visit, adjusted for the same parameter as the above Cox model, except
for adiponectin that was not measured in this population.

In both cohorts, FPG change was defined as the difference between
baseline and last FPG, measured at the end of follow-up in IT-DIAB and
at the 4-year visit in ELSA-Brasil. We used univariable and multi-
variable linear regression to assess the association between PCSK9 and
FPG change. The parameters considered as potential confounders be-
fore stepwise selection were the same as in the Cox model above. We
also used fractional polynomial transformation to capture a possible
non-linear effect of the exposure, with a model selection threshold fixed
at 0.20, but only linear models were withheld by this approach [22].

Sensitivity analyses were performed in a subset of the ELSA-Brasil
cohort with prediabetes at baseline. In particular, correlations between
baseline PCSK9 and changes in FPG between baseline and 4-year visit
were determined.

A p-value < 0.05 was deemed statistically significant. All statistical
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analyses were performed using R software version 3.5.1 with Rstudio
interface (The R Foundation for Statistical Computing, R Core Team
2018, Vienna, Austria).

3. Results
3.1. Baseline characteristics of study participants

Study population characteristics at baseline in ELSA-Brasil and IT-
DIAB cohorts are reported in Table 1. The analytical study population
was on average middle aged (mean * SD: 56.3 * 9.8 and
50.4 + 8.4 years in IT-DIAB and ELSA-Brasil, respectively) and over-
weight (mean BMI = SD: 29.7 + 6.3 and 26.9 + 4.6 kg/m” in IT-
DIAB and ELSA-Brasil, respectively). In IT-DIAB, all participants had
prediabetes at baseline with IFG (mean FPG + SD: 115.7 * 4.4 mg/
dL); compared to only 27.5% (482/1751) in ELSA-Brasil (mean
FPG + SD: 101.0 + 6.1 mg/dL). The selected participants of both
cohorts were not under statin therapy. Plasma lipid parameters were in
the normal range with mean ( = SD) LDL-C concentrations of
143 = 35 and 134 * 33 mg/dL in IT-DIAB and ELSA-Brasil, re-
spectively. Baseline characteristics of the two populations according to
diabetes status (NOD vs no NOD) at the final visit are shown in
Supplementary Table 1. Baseline plasma PCSK9 levels were lower in IT-
DIAB (260 = 95 ng/mL) than in ELSA-Brasil (319 * 83 ng/mL)
(Table 1). The histograms of baseline fasting plasma PCSK9 level dis-
tribution according to diabetes status at the end of follow-up in both
cohorts did not highlight obvious differences between groups
(Supplementary Fig. 2).

3.2. Plasma PCSK?9 levels and risk of NOD during follow-up

After a 5-year follow-up in IT-DIAB, 36.9% of participants (86/233)
converted to NOD. The Kaplan-Meier survival curves showed that
plasma PCSK9 levels (classified as quartiles) were not associated with
the risk of conversion to NOD (p = 0.87, log-rank test) (Fig. 1). Similar
results were obtained when using tertiles of plasma PCSK9 levels
(p = 0.93, log-rank test; data not shown). In Cox models using a con-
tinuous approach, baseline plasma PCSK9 levels were not associated
with NOD during follow-up, both before and after adjustment (HR [+ 1
SD] = 0.93, Clgse, [0.74; 1.15] and 0.96 [0.76; 1.21], respectively)
(Table 2). After stepwise selection, factors associated with the risk of
conversion to NOD were waist circumference, FPG and fasting TG. In
ELSA-Brasil, 3.9% (69/1751) of participants developed NOD at the
second visit at 4 years. As in IT-DIAB, plasma PCSK9 levels were not
associated with the risk of NOD neither in univariable nor in multi-
variable logistic regression: OR (+1 SD) = 1.17 [0.93; 1.47] (p = 0.18)
and 1.13 [0.89; 1.41] (p = 0.31), respectively. A multivariable ap-
proach adjusted on the same parameters as IT-DIAB Cox model de-
monstrated that waist circumference (OR (+1 SD) = 1.33 [1.04; 1.70],
p = 0.024) and FPG (OR (+1 SD) = 1.79 [1.41; 2.28], p < 0.0001)
were associated with the risk of NOD, while TG did not reach statistical
significance (OR (+1 SD) = 1.17 [0.97; 1.37], p = 0.064). Further-
more, when considering the combined event of worsening of glucose
homeostasis (i.e. progression from normoglycemia to prediabetes or
NOD and progression from prediabetes to NOD), we found a significant
positive association with PCSK9 in both univariable and multivariable
approaches: OR (+1 SD) = 1.18 [1.06; 1.32] (p = 0.0031) and 1.17
[1.04; 1.30] (p = 0.0074), respectively.

3.3. Cross-sectional associations between plasma PCSK9 levels and
metabolic parameters

Spearman’s rank correlations were assessed between plasma PCSK9
and metabolic parameters at baseline (Table 1). Plasma PCSK9 levels
were positively associated with total cholesterol in both IT-DIAB
(r = 0.17; p = 0.009) and ELSA-Brasil (r = 0.09; p = 0.0003).
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Significant positive associations were also found between PCSK9 and
LDL-C (r = 0.08; p = 0.001), TG (r = 0.08; p = 0.002) and ApoB
(r = 0.08; p = 0.0008) in ELSA-Brasil. Regarding glucose homeostasis
parameters, plasma PCSK9 was not associated with either FPG or A1C.
A small but significant correlation was found between PCSK9 and
HOMA-IR (R = 0.06, p = 0.01) in ELSA-Brasil, in the same order of
magnitude than in IT-DIAB (R = 0.05; p = 0.49).

3.4. Association between baseline PCSK9 levels and changes in FPG

In IT-DIAB, the linear regression models showed no statistically
significant association between baseline PCSK9 and FPG change at the
end of follow-up: B (for 1 SD of FPG change/1 SD of baseline
PCSK9) = —0.065 [-0.197; 0.067] (p = 0.34) and —0.038 [-0.17;
0.09] (p = 0.57), in univariable and multivariable analyses, respec-
tively. Using the same approach in ELSA-Brasil, a significant positive
association was found with a 8 (for 1 SD of FPG change/1 SD of baseline
PCSK9) = 0.052 [0.006; 0.099] (p = 0.029) and 0.053 [0.006; 0.010]
(p = 0.026), in univariable and multivariable analyses, respectively
(Table 3). In a sensitivity analysis focused on the ELSA-Brasil popula-
tion with prediabetes (n = 482), the observed association between
baseline PCSK9 and FPG change was of greater magnitude but not
significant: § = 0.076 [-0.058; 0.21] (p = 0.27) in univariable and
0.068 [-0.066; 0.202] (p = 0.30) in multivariable analysis.

4. Discussion

Mainly based on Mendelian randomization studies, a doubt has
emerged about the potential diabetogenic risk of PCSK9 inhibitors.
Here, we demonstrate that circulating PCSK9 concentrations are not
significantly associated with the risk of NOD in two independent
longitudinal cohorts, and most notably in individuals with prediabetes
at high risk of conversion to type 2 diabetes. In the larger cohort (ELSA-
Brasil), we even found that baseline PCSK9 levels were positively as-
sociated with a slight risk of worsening of glucose homeostasis, since (i)
elevated PCSK9 levels were associated with an increased risk of con-
version from normoglycemia to prediabetes or NOD and from pre-
diabetes to NOD, and since (ii) there was a small but significant positive
association between PCSK9 levels and FPG change during follow-up.

Our findings are consistent with the results of large cardiovascular
outcomes randomized clinical trials (RCTs) with PCSK9 mAb that found
that neither evolocumab nor alirocumab was associated with an in-
creased risk of NOD, even if the duration of follow-up was short (< 3
years) [23,24]. Similar reassuring results were also obtained in pooled
analyses of phase 3 trials [25,26]. Of note, a recent meta-analysis, in-
cluding more than 68,000 participants in 20 RCTs with a median
follow-up of 78 weeks, found that PCSK9 mAb modestly increased FPG
(< 2.0 mg/dL) and A1C (< 0.05%) when compared with placebo,
without increasing the risk of NOD [27].

Our results are also consistent with some pre-clinical findings re-
garding the molecular link between PCSK9 and diabetes [28]. Using
transgenic mouse models, Da Dalt et al. recently demonstrated that
intra-cellular PCSK9 rather that circulating PCSK9 is involved in the
regulation of glucose homeostasis. Indeed, while total PCSK9 knockout
mice exhibit impaired glucose tolerance and reduced insulin secretion,
liver-specific PCSK9 knockout mice, that retain PCSK9 expression in
extrahepatic organs and do not have detectable PCSK9 in their blood,
show normal glycemic parameters [13]. In addition, we previously
demonstrated that recombinant PCSK9 drastically down-regulates
LDLR expression in human and mouse primary pancreatic islets [14].
While LDLR expression is increased in pancreatic islets from total
PCSK9 knockout mice, there is no alteration in glucose-stimulated in-
sulin secretion, even in the presence of high LDL concentrations [14].
This lack of deleterious effect of PCSK9-deficiency on insulin secretion
ex vivo is associated with an absence of change in intra-cellular cho-
lesterol content in the islets. Such a discrepancy between increased
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Fig. 1. Survival curves for New Onset Diabetes in the
IT-DIAB cohort, according to baseline PCSK9 levels
(groups created according to quartiles).

Dotted bar: lowest quartile for PCSK9 (78-183 ng/
mL); dot and dash bar: second quartile (188-258 ng/
mL); short and long dash: third quartile
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LDLR expression and normal islets cholesterol content remains unclear.
Given that PCSK9 is able to inhibit ATP binding cassette transporter A1
mediated cholesterol efflux in macrophages [29], it cannot be ruled out
that PCSK9-deficiency may increase cholesterol efflux from the islets, a
key factor of beta cell cholesterol homeostasis [30]. In addition, the
effect of PCSK9-deficiency on glucose homeostasis may not be restricted
to pancreatic islets [31]. For instance, individuals carrying the PCSK9
R46L LOF variant have higher BMI, and increased body and liver fat
mass percentage compared to controls [32]. The underlying

Table 2

(260-316 ng/mL); solid bar: highest quartile
(319-579 ng/mL).
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mechanisms underpinning the potential increased risk of diabetes as-
sociated with PCSK9 deficiency or PCSK9 LOF variants remains to be
investigated.

In the larger cohort (ELSA-Brasil), baseline plasma PCSK9 con-
centrations were positively associated with FPG change at 4-year. Even
if the correlation is weak (an increase of about 0.05 SD (0.01-0.10) of
FPG for 1 SD of PCSK9), this observation suggests that PCSK9 expres-
sion may be driven by a common feature of the metabolic syndrome
such as insulin resistance. Previous transversal analyses in several

Association between baseline characteristics and the risk of new onset diabetes during follow-up. Cox proportional hazard model, univariable and multivariable

analyses. IT-DIAB cohort (N = 233).

Univariable models (N,,, = 233)

Multivariable model (N = 210)

HR (Closs) p-value HR (Clgsu) p-value
Age (+1 SD) 1.06 [0.85; 1.33] 0.62 - -
Sex (women/men) 1.11 [0.71; 1.75] 0.64 - -
Waist circumference (+1 SD) 1.46 [1.20; 1.79] *** 0.00021 1.45 [1.16; 1.82] ** 0.0018
Fasting plasma glucose (+1 SD) 1.53 [1.24; 1.89] *** < 0.0001 1.50 [1.19; 1.88] ** 0.00038
Total cholesterol (+1 SD) 0.90 [0.72; 1.12] 0.34 - -
Triglycerides (+1 SD) 1.15 [0.96; 1.37] 0.12 1.35 [1.01; 1.79]" 0.039
LDL-C (+1 SD) 0.90 [0.72; 1.12] 0.34 = -
HDL-C (+1 SD) 0.77 [0.61; 0.98]" 0.033 - -
Non-HDL-C (+1 SD) 0.98 [0.79; 1.21] 0.83 - -
PCSK9 (+1 SD) 0.93 [0.74; 1.15] 0.49 0.96 [0.76; 1.21] 0.73
Adiponectin (+1 SD) 0.75 [0.57; 0.98]" 0.032 - =

Results obtained with Cox model based on the proportional hazard hypothesis. The main outcome was the occurrence of new onset diabetes, defined by a fasting
PG = 126 mg/dL and/or a PG = 200 mg/dL after 2-h OGTT. Patients were right-censored after last follow-up, bariatric surgery, prescription of antidiabetic
treatment or death, whatever came first. The baseline parameters included in the multivariable Cox model, before stepwise selection, were age, sex, waist cir-
cumference, triglycerides, LDL-C, HDL-C, adiponectin and PCSK9 levels, the latter being forced in the model.

HR (95% CI): Hazard-ratio with 95% confidence interval; PG: plasma glucose.
@ p-value 0.01-0.05; ** p-value 0.001-0.01; ***p-value < 0.001.
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cohorts highlighted a relationship between plasma PCSK9 levels and
markers of glucose homeostasis. Higher plasma PCSK9 levels have been
observed in patients with type 2 diabetes compared with non-diabetic
individuals in most studies [33-37], but not all [38]. Circulating PCSK9
levels positively correlated with FPG, fasting plasma insulin, HOMA-IR,
and A1C in several cohorts [33,39-41]. Moreover, plasma PCSK9 con-
centrations increased after short-term high-fructose diet and were ne-
gatively correlated with hepatic insulin sensitivity assessed by hyper-

Table 3
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is not definitive evidence for the absence of a role for PCSK9 in glucose
homeostasis.

In conclusion, this study assessed for the first time the association
between circulating PCSK9 levels and the risk of diabetes in long-
itudinal analyses. Our data indicates that plasma PCSK9 levels do not
predict the risk of conversion to type 2 diabetes in patients with pre-
diabetes and are reassuring regarding the safety of PCSK9 mAb that
specifically target the extra-cellular PCSK9 pathway.

Association between baseline PCSK9 levels and changes in fasting PG between baseline and 4th year visit in ELSA-Brasil.

B coefficient (Clgga,)

Whole population

Population with prediabetes

Univariable(Ny,,x = 1751)

Multivariable(n = 1720)

Univariable (N, = 482)

Multivariable (n = 475)

Age (+1 SD)

Sex (women/men)

Waist circumference (+1 SD)
Fasting PG (+1 SD)

Total cholesterol (+1 SD)
Triglycerides (+1 SD)
LDL-C (+1 SD)

HDL-C (+1 SD)
Non-HDL-C (+1 SD)
ApoAl (+1 SD)

ApoB (+1 SD)

PCSK9 (+1 SD)

—0.07 [-0.11; -0.02] ***
—0.03 [-0.13; 0.06]
0.10 [0.05; 0.14] ***
—0.12 [-0.16; -0.07] ***
0.00 [-0.05; 0.04]

0.06 [0.01; 0.10] *

0.00 [-0.05; 0.05]

—0.08 [-0.13; -0.03] ***
0.03 [-0.02; 0.07]

—0.08 [-0.13; -0.03] ***
0.06 [0.01; 0.10]*

0.05 [0.01; 0.10] *

0.11 [0.06; 0.16] ***
—0.14 [-0.19; -0.10] ***

-0.06 [-0.11; -0.01]*

0.05 [0.01; 0.10]*

-0.13 [-0.26; 0.00]
—0.03 [-0.31; 0.25]
0.14 [0.01; 0.28] %
-0.12 [-0.22; -0.02] *
0.01 [-0.13; 0.14]

0.07 [-0.05; 0.19]

0.01 [-0.12; 0.15]
-0.13 [-0.27; 0.01]
0.06 [-0.08; 0.20]
-0.15 [-0.30; -0.01]*
0.12 [-0.02; 0.26]

0.08 [-0.06; 0.21]

0.18 [0.05; 0.32] **
—0.15 [-0.26; -0.04] **

0.07 [-0.06; 0.21]

All quantitative variables were expressed using Z-score. Therefore, the f8 coefficient corresponds to the percentage of 1 SD variation of fasting PG for an increase of 1
SD of the studied parameter. § coefficients associated with a p-value < 0.05 are reported in bold. The following parameters were included in the multivariable
regression model, before stepwise selection (a threshold for the selection: 0.05): baseline age, sex, waist circumference, fasting PG, triglycerides, LDL-C, HDL-C, and
PCSK9 (ApoB, ApoAl and total cholesterol were not included because of the obvious colinearity with other lipid parameters).

ApoAT1: apolipoprotein Al; ApoB: apolipoprotein B; PG: plasma glucose; SD: standard deviation.

insulinemic-euglycemic clamp in healthy volunteers [42]. In agreement
with these findings, a positive correlation between PCSK9 and HOMA-
IR was found in ELSA-Brasil. Recently, some findings have raised the
hypothesis for a potential link between PCSK9 and the pathogenesis of
non-alcoholic fatty liver disease [43-45]. We recently reported that
fatty liver index (FLI), an indirect marker of liver steatosis, is positively
associated with a higher risk of conversion to NOD in IT-DIAB [46].
However, we found no significant correlation between FLI and plasma
PCSK9 concentrations at baseline in IT-DIAB (R = —0.07, p = 0.29), in
agreement with our previous data showing the lack of association be-
tween circulating PCSK9 and liver fat content assessed by MRI in pa-
tients with T2D [45].

One of the strengths of our study is that we obtained consistent
results in two independent cohorts with different population sizes and
ethnicities (n = 233 for IT-DIAB and n = 1751 for ELSA-Brasil),
baseline plasma PCSK9 levels (higher in ELSA-Brasil than in IT-DIAB)
and NOD risk levels (36.9% at 5-years for IT-DIAB and 3.9% at 4-years
for ELSA-Brasil). In addition, plasma PCSK9 levels were assessed using a
standardized protocol using the same assay throughout. Participants
under statin therapy, an important confounding factor for PCSK9 levels,
were also excluded [47]. Our study presents, however, some limita-
tions. In both cohorts, there were no repeated measures of circulating
PCSK9 to investigate its relationship with glucose homeostasis para-
meters during follow-up. The ELISA kit we used did not allow the
measurement of multiples isoforms of PCSK9 (including phosphory-
lated Ser688 isoform) that might be differentially regulated [48]. In IT-
DIAB, no systematic OGTT was performed during the annual visit, in
addition to FPG and A1C, to diagnose NOD. In ELSA-Brasil there was no
repeated measure of FPG between baseline and 4-years to draw survival
curves as in IT-DIAB. The observational nature of our study only allows
to draw some associations regarding PCSK9 role in conversion to type 2
diabetes, but no causation. Due to a potential lack of statistical power,
the absence of a diabetogenic effect for PCSK9 in our exploratory study
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SUPPLEMENTARY DATA
Circulating Proprotein Convertase Subtilisin Kexin type 9 (PCSKD9) levels

are not associated with the conversion to type-2-diabetes

Stéphane Ramin-Mangata et al.

SUPPLEMENTARY TABLE 1 - Baseline characteristics of the population according to diabetes

status at the last visit

Supplemental Table 1. Baseline characteristics of the population according to diabetes status at last visit

IT-DIAB (n = 233) ELSA-Brasil (n = 1751)
Finale diabetes status NOD-FREE NOD P-value NOD-FREE NOD P-value
(N=147) (N=86) (N=1682) (N=69)
Clinical characteristics
Age (years)  558+10.2  57.1£90 031 504 £8.5 51.0+7.4 0.57
Women 46(313%)  30(349%) 0.6 855 (50.8 %) 33 (47.8%) 0.71
BMI(keg/m?) 28764  312%59  0.0035 26946 20.1+53 <0.0001
want “””“m'er(ec";‘; 958+137  1019%146  0.0015 89.12 116 947133  <0.0001
Postmenopausal women NA NA - 372 (43.5 %) 12 (36.4 %) 0.48
Lipid profile
Total Ch?ﬁ;iﬂ 2243+382  2209+399 052 215.6+38.4 222.1+398 0.16
Triglycerides (mg/dL)  126.6+80.6 1441753 0.1 1316 +83.4 1681907  0.0004
LDLc(mg/dl) 1444+348 1412+351 050 133.9+330 137.1 £ 340 0.43
HDL-c (mg/dl) 54.6+162  503+13.4  0.038 55.7+13.8 51.6+16.9 0.016
Non-HDL-c (mg/dL)  169.7+40.9 16974393 099 159.8 % 37.1 170.5 £ 36.4 0.019
ApoAl (mg/dL) NA NA § 156.8 % 21.9 1512£26.5 0.04
ApoB (mg/dL) NA NA - 1069 £23.0 114.0 £23.7 0.013
PCSKO (ng/ml)  2642+93.5  253.6£97.5 04l 318.1£81.9 331.8+96.8 0.18
Glucose homeostasis
Fasting PG (mg/dL)  1149+3.9 1170448  0.0004 1009 % 6.0 1051466  <0.0001
FG 2l OC LT NA NA : 12184247 1423£262  <0.0001
(mg/dL)
HbAw (%)  5.7+04 60£0.5  <0.0001 53205 54+0.5 0.011
HbAi (mmol/mol)  39.1+44 42250  <0.0001 34.0£5.9 359455 0.011
Fasting insulin (mUVL) ~ 11.8%8 17.2£105  <0.0001 11.8+7.6 161£125  <0.0001
gl OOTT NA NA : 81.6467.9 1218£852  <0.0001
(mUUL)
732(5L8  87.6(58.7-
Homap O it 0.021 11372739 14021123  0.0045
HOMA-R 3323 51+31 <0000 2.6 (1837 342153 0.0004
Adiponectin (ug/ml) 3.6 (2.6-52)  3(2-43)  0.0086 NA NA .

Data are presented using size (%), mean #+ standard deviation, or median (25" -75% centiles).
ApoAl: Apolipoprotein Al; ApoB: Apolipoprotein B; HOMA-IR: Homeostasis Model
Assessment of Insulin Resistance; NA: data not available; OGTT: oral-glucose tolerance test;
PG: plasma glucose.
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SUPPLEMENTAL TABLE 2 - IT-DIAB and ELSA-BRASIL studies, main eligibility criteria

Supplemental Table 2: IT-DIAB and ELSA-BRASIL studies, main eligibility criteria

IT-DIAB

ELSA-BRASIL

Inclusion criteria

Men or women aged 18 or higher

Insured under the national health insurance
scheme

‘Who gave written consent for the study
‘Who presented a impaired fasting glucose
defined as fasting plasma glucose (FPG)
>110 mg/dL and < 126 mg/dL at baseline

visit

Men or women aged 35 to 74
years

To be followed in the Sao Paulo
center

Being randomly selected
(1751/5060 participants)

Non-inclusion criteria

History of treatment with oral anti-diabetic
agent or insulin (except for gestational
diabetes)

Severe coagulation disorders or
thrombocytopenia

Severe renal insufficiency (defined using
MDRD equation as eGFR<30
mlL/min.1.73m?)

Severe liver impairment (prothrombin ratio
<50%)

Severe psychiatric disorders

Alcohol abuse estimated >30 g/day
Patient’s opposition or inability to follow

the study at least 5 years.

History of diabetes, defined as
FPG > 126 mg/dL and/or 2-hour
post-load glucose > 200 mg/dL
and/or history of treatment with
oral anti-diabetic agents or
insulin

Cardiovascular, renal or hepatic

diseases (self-reported history)

Exclusion criteria

study

applied to this ancillary

Patient lost to follow-up after first visit (no
second measure of FPG)

Concomitant statin therapy at baseline
Baseline PCSK9 levels not dosed

No concomitant prescription of

lipid-lowering agent
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SUPPLEMENTARY FIGURE 1 - PCSK9Y distribution at baseline according to final diabetes
status in (A) ELSA-Brasil and (B) IT-DIAB cohorts
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The blue vertical bars represent PCSK9 distribution in the whole population. (A) curves are
plotted for PCSK9 distribution according to final diabetes status: no diabetes (solid),
prediabetes (dashed) or new onset diabetes (dots). (B) curves are plotted for PCSK9
distribution according to final diabetes status: no new onset diabetes (solid) or new onset

diabetes (dashed).
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SUPPLEMENTARY FIGURE 2 - IT-DIAB study flow-chart

—

Patients screened (n = 928) ]

> Did not fulfill inclusion criteria (n = 498)

W

( Patients included (n = 430) ]

> No follow-up visit (n = 30)

[ Patients included with follow-up ]
(n = 400)

Excluded (n = 167)
> - PCSK9 not dosed at baseline (n = 99)
- Statin therapy at baseline (n = 68)

54.2%

Included in the analyses (n = 233) with, after 5 years of follow-up:
analyzed

86 (36.9%) new onset diabetes (NOD)
- 147 (63.1%) stable prediabetes until:
«  5-year follow-up achievement (n = 134)
* Dbariatric surgery (n=7)
* lost to follow-up (n = 3)
« death (n=2)
« Initiation of antidiabetic drug before NOD (n = 1)

NOD: New Onset Diabetes
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Discussion et perspectives

Dans cette seconde étude, les concentrations plasmatiques de PCSK9 étaient plus élevées dans
la cohorte brésilienne (ELSA-Brasil) que dans la cohorte francaise (IT-DIAB). Nous avons
trouvé dans ces 2 cohortes indépendantes que PCSK9 est corrélé de fagon positive a des
paramétres métaboliques comme le cholestérol total, le LDL-C et les TG confirmant les
données de la littérature. En ce qui concerne les paramétres glucidiques, les concentrations
basses de PCSK9 ne sont pas associées de facon significative au risque de nouveau cas de DT2
aprés 4 ou 5 ans. En revanche, dans la cohorte ELSA-Brasil, les niveaux plasmatiques de
PCSKO9 sont positivement associés avec une altération de I’homéostasie glucidique. En effet, il
y a une association entre les niveaux de PCSK9 et I’indice d’insulinorésistance HOMA-IR ainsi
qu’une association entre les niveaux de PCSK9 a I’inclusion et I’augmentation de la glycémie

a jeun au bout de 4 ans.

Dans notre premiere ¢tude, PCSK9 ¢était également corrélé positivement avec I’indice de
résistance a I’insuline HOMA-IR (0,18, p<0,0001). Les corrélations obtenues dans les cohortes
ELSA-Brasil et IT-DIAB (respectivement r=0,06, p=0,01 et r=0,05, p=0,49) sont moins
étendues que celle obtenue dans la cohorte Illuminate. Néanmoins, les corrélations observées
entre ces parametres dans ELSA-Brasil et IT-DIAB vont dans le méme sens que celles
observées dans Illuminate. Des études antérieures ont également rapporté une corrélation
positive ente PCSK9 et THOMA-IR (Baass et al., 2009; Lakoski et al., 2009). La glycémie a
jeun et ’HbAlc corrélent aussi de fagon positive avec PCSK9 comme dans les études des Pr.

Cao et Laufs (Cui et al., 2010; Werner et al., 2014).

Nous avons trouvé dans cette deuxiéme étude que les niveaux circulants de PCSK9 ne sont pas
prédictifs de la survenue du DT2. Notre étude, sur une durée de 5 ans, renforce les conclusions
des données d’études cliniques randomisées obtenues sur de plus courtes périodes qui ont

montré que I’inhibition de PCSK9 au moyen d’anticorps monoclonaux n’était pas associée avec

140



Travaux personnels

le risque de développer un DT2 (Sabatine et al., 2017a; Schwartz et al., 2018). Des études de
phase 3 regroupées ainsi que des méta-analyses ont fait ressortir des résultats comparables
(Colhoun et al., 2016; Sattar et al., 2017; de Carvalho et al., 2018). Les premieres explications
de I’association entre PCSKO et les paramétres glucidiques au niveau préclinique proviennent
d’une étude réalisée par I’équipe du Pr. Norata. Ils ont observé que des souris dont le géne
Pcsk9 a été inactivé totalement présentaient une dérégulation de la glycémie tandis que des
souris dont Pcsk9 a été inactivé uniquement au niveau hépatique présentaient une régulation de
la glycémie normale. L’inactivation de Pcsk9 au niveau hépatique engendre une chute de la
concentration de PCSK9 circulante mais pas intra-tissulaire au niveau des tissus extra-
hépatiques comme le pancréas. Ainsi, en utilisant des souris knockout conditionnel pour Pcsk9,
ils ont pu mettre en évidence que c’est principalement la forme intra-pancréatique de PCSK9
qui est impliquée dans la régulation de la glycémie et non la forme circulante (Da Dalt et al.,

2018).

Une des forces de notre étude réside dans le fait d’obtenir des résultats similaires dans 2
cohortes avec des populations de tailles, d’ethnies et de concentration en PCSK9 différentes.
Un autre avantage est I’absence de facteur confondant comme le traitement par une statine qui
influe sur les niveaux de PCSK9. Les dosages de PCSK9 ont été réalisés par le méme
expérimentateur en suivant un protocole standardisé et en utilisant la méme technique de dosage
immunologique. Cependant, notre étude comporte quelques limites. Les individus d’ELSA-
Brasil ont été vus 2 fois, au moment de ’inclusion et a la fin de I’étude contrairement aux
patients d’IT-DIAB qui ont bénéficié¢ d’un suivi annuel. Il n’y a pas eu de mesure de PCSK9
plasmatique tout au long du suivi des individus mais seulement a leur inclusion. D’autre part,
les dosages ELISA utilisés ne permettent pas la différenciation entre les différentes isoformes
de PCSK9 apres modifications post-traductionnelles (i.e. phosphorylation, clivage

protéolytique, etc.) qui pourraient étre régulées de facon différentes (Gauthier et al., 2018).
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En conclusion, il s’agit de la premiere étude qui démontre 1’absence d’association entre les
niveaux circulants de PCSK9 et le risque de développer un DT2 par des analyses longitudinales.
Les niveaux de PCSK9 ne sont pas prédictifs de la survenue du DT2 chez les individus
prédiabétiques. Ces résultats sont rassurants concernant le risque d’apparition du DT2 apres
I’inhibition de PCSK9 par les anticorps monoclonaux dirigés contre PCSK9 qui ciblent

préférentiellement la forme circulante de PCSKO.

4. Troisieme article

Les effets de la modulation de PCSK9 sur la fonction des cellules f pancréatiques humaines

Stéphane Ramin-Mangata, Aurélie Thédrez, Valentin Blanchard, Nicolas Diotel, Brice

Nativel, Matthieu Wargny, Audrey Aguesse, Stéphanie Billon-Crossouard, Cécile Vindis,
Cédric Le May, Philippe Hulin, Mathieu Armaney, Valery Gmyr, Francois Pattou, Mikaél

Croyal, Olivier Meilhac, Estelle Nobécourt Dupuy, Bertrand Cariou, Gilles Lambert

La version révisée devait étre resoumise dans Atherosclerosis en mai 2020 (retardée par Covid-

19). Elle le sera d’ici fin aotit 2020.

Chez les patients atteints d”hypercholestérolémie familiale avec une mutation sur le LDLR, la
prévalence du DT2 est diminuée de moitié comparée aux membres sains de leurs familles
(Besseling et al., 2015). A I’inverse, les statines qui augmentent I’expression du LDLR sont
associées de fagon positive a I’apparition du DT2 (Ridker et al., 2012). Les statines augmentent
I’expression du LDLR, au niveau génique, ce qui pourrait provoquer 1’engorgement en
cholestérol des cellules B pancréatiques et altérer le GSIS. En effet, 'incubation d’ilots
pancréatiques humains isolés avec un exces de LDL diminue le GSIS (Rutti et al., 2009). Les
variants génétiques pertes de fonction de I’HMGCR (cible des statines) ou de PCSK9 sont eux

aussi associés de facon positive a la survenue du DT2 (Ference et al., 2016; Lotta et al., 2016;
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Schmidt et al., 2017). Des études ont reporté I’expression de I’ARNm de PCSK9 au niveau du
pancréas mais les données sont conflictuelles concernant le type de cellules qui I’exprime.
Certaines ¢tudes ont mis en évidence I’ARNm de PCSK9 au niveau des cellules o et d’autres
au niveau des cellules B pancréatiques (Langhi et al., 2009; Mbikay et al., 2010; Ndiaye et al.,
2017; Da Dalt et al., 2018). Lors de la rédaction de la revue bibliographique, nous avons
également publié des données sur I’expression de '’ARNm de PCSK9 dans les cellules
pancréatiques humaines (Ramin-Mangata et al., 2018). Par tri cellulaires de cellules isolées
d’ilots de Langerhans, nous avons montré que le niveau d’ARNm de PCSK9 était augmenté
dans la population cellulaire enrichie en cellules B pancréatiques par rapport a celui de la
population cellulaire enrichie avec les autres types cellulaires et a celui de la population

cellulaire non triée (Figure 42).

250 A
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Figure 42 : Expression différentielle de PCSK9 dans les Tlots de Langerhans humains isolés
(extraite de Ramin-Mangata et al., 2018). Aprés un tri cellulaire, [’expression de ’ARNm de
PCSK9 est plus élevée dans la population cellulaire enrichie en cellules [ comparée aux

populations de cellules non triées ou enrichies en cellules autres que les cellules .

Mon troisieme objectif de these était de déterminer si PCSK9 ou son inhibition affecte le GSIS.

J’ai d’’abord investigué¢ I’expression de PCSK9 par immunofluorescence sur des coupes de
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pancréas humains de 6 donneurs. Dans une lignée de cellules B pancréatiques humaines, les
EndoC-BH1, j’ai étudié les effets de la mévastatine, de PCSK9 recombinant, d’Alirocumab et
d’un siRNA dirigé contre PCSKO9 sur I’expression et la fonction du LDLR ainsi que sur le GSIS

en présence ou non de LDL.
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Abstract: Background and aims - Proprotein Convertase Subtilisin Kexin
Type 9 (PCSK9) is an endogenous inhibitor of the LDL receptor (LDLR).
Mendelian randomization studies suggest that PCSK9 deficiency may promote
diabetes risk, but the underlying mechanisms remain unknown. The aim of
our study was to investigate whether PCSK9 or its inhibition may modulate
beta cell function.

Methods - We assessed PCSK9 and insulin colocalization in human
pancreatic sections by epifluorescent and confocal microscopy. We also
investigated the expression and function of PCSK9 in the human EndoCTTH1
beta cell line by ELISA and flow cytometry using recombinant or PCSK9
inhibition with Alirocumab or siRNA. LDLR expression and LDL uptake were
assessed by flow cytometry.

Results - PCSK9 was expressed and secreted by isolated beta cells from
human pancreas and from EndoC | H1 cells. Its secretion was enhanced by
statin treatment. Recombinant PCSK9 decreased LDLR abundance at the
surface of these cells, an effect abrogated by Alirocumab. Alirocumab as
well as PCSK9 silencing increased LDLR expression at the surface of
EndoC_LH1 cells. Neither exogenous PCSK9, nor Alirocumab, nor PCSK9
silencing significantly altered glucose-stimulated insulin secretion
(GSIS) from these cells. High-low density lipoproteins (LDL)
concentrations decreased GSIS, but the addition of PCSK9 or its
inhibition did not modulate this phenomenon.

Conclusions - While PCSK9 regulates LDLR abundance in beta cells,
inhibition of exogenous or endogenous PCSK9 does not appear to
significantly impact insulin secretion. This is reassuring for the safety
of PCSK9 inhibitors in terms of beta cell function.
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Highlights

HIGHLIGHTS

Like statins, PCSK9 inhibitors have been proposed to increase the diabetes risk.

Human pancreatic beta cells express and secrete PCSK9.
LDL receptor is regulated by exogenous and endogenous PCSK9 in beta cells.
PCSKD9 or its inhibition do not altered insulin secretion from human beta cells.

Inhibiting circulating PCSK9 should be safe for glucose homeostasis.
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Non Standard Abbreviations:

AU, Arbitrary Unit

ECM, extracellular matrix

EI equivalent islets number

FH, Familial Hypercholesterolemia

GSIS, Glucose Stimulated Insulin Secretion

HMGCR, 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzyme A Reductase

HNFla, Hepatocyte Nuclear Factor 1a

LDL, Low-Density Lipoprotein

LDL-C, LDL Cholesterol

LDLR, LDL Receptor

MFI, Mean Fluorescence Intensity

NOD, New onset diabetes

PCSK9, Proprotein Convertase Subtilisin Kexin Type 9
rPCSKO9, recombinant PCSK9 D374Y

RMFI, Ratio of Mean Fluorescence Intensities
RT-PCR, Real Time-quantitative Polymerase-Chain Reaction
SREBP2, Sterol Response Element Binding Protein 2

T2D, Type 2 Diabetes
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ABSTRACT (244 words)

Background and aims - Proprotein Convertase Subtilisin Kexin Type 9 (PCSK9) is an
endogenous inhibitor of the LDL receptor (LDLR). Mendelian randomization studies suggest
that PCSK9 deficiency may promote diabetes risk, but the underlying mechanisms remain
unknown. The aim of our study was to investigate whether PCSK9 or its inhibition may
modulate beta cell function.

Methods - We assessed PCSK9 and insulin colocalization in human pancreatic sections by
epifluorescent and confocal microscopy. We also investigated the expression and function of
PCSK9 in the human EndoC—fHI1 beta cell line by ELISA and flow cytometry using
recombinant or PCSK9 inhibition with Alirocumab or siRNA. LDLR expression and LDL
uptake were assessed by flow cytometry.

Results - PCSK9 was expressed and secreted by isolated beta cells from human pancreas and
from EndoC—HI cells. Its secretion was enhanced by statin treatment. Recombinant PCSK9
decreased LDLR abundance at the surface of these cells, an effect abrogated by Alirocumab.
Alirocumab as well as PCSK9 silencing increased LDLR expression at the surface of
EndoC—BHI cells. Neither exogenous PCSK9, nor Alirocumab, nor PCSK9 silencing
significantly altered glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) from these cells. High-low
density lipoproteins (LDL) concentrations decreased GSIS, but the addition of PCSKO9 or its
inhibition did not modulate this phenomenon.

Conclusions - While PCSK9 regulates LDLR abundance in beta cells, inhibition of
exogenous or endogenous PCSK9 does not appear to significantly impact insulin secretion.

This is reassuring for the safety of PCSK9 inhibitors in terms of beta cell function.

Keywords — LDL receptor; Statins; PCSK9; PCSK9 inhibitors; Beta cell;
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INTRODUCTION

Although obesity and insulin resistance are risk factors, type-2-diabetes (T2D) only develops
in individuals who present with defects in the insulin producing beta cells of pancreatic islets
(1,2). These defects comprise both a specific impairment of glucose-stimulated insulin
secretion (GSIS) and a loss of beta cell mass (3). Changes in lipoproteins levels appear to
impact beta cell function and survival, underpinning a role for lipoprotein particles in the
pathogenesis of T2D (4). For instance, low-density lipoproteins (LDL) alter GSIS in
pancreatic islets ex vivo, while high-density lipoproteins seem to exert protective effects (5).
In that respect, the prevalence of T2D is lower in patients with genetically reduced LDLR
function (i.e. heterozygous familial hypercholesterolemia (HeFH)) than in unaffected
relatives, and T2D prevalence is even lower in patients with the more severe HeFH
phenotypes (i.e. those who carry LDLR negative mutations) (6). Conversely, statins that lower
circulating LDL, primarily by enhancing LDLR gene expression, slightly but consistently
increase the risk of new onset diabetes (NOD) in predisposed individuals (7).

Proprotein convertase subtilisin kexin type 9 (PCSK9) is a serine protease primarily but not
exclusively expressed by the liver and secreted into the blood. PCSK9 binds to the LDLR and
after endocytosis targets the LDLR for lysosomal degradation, preventing normal recycling of
the receptor to the plasma membrane (8). PCSK9 may also inhibit LDLR abundance at the
cell surface via an intracellular route, prior to secretion (9-11). Monoclonal antibodies
targeting PCSK9 in the plasma constitute a novel class of LDL lowering agents preferentially
used on top of statins to maximally up-regulate LDLR abundance at the cell surface (12,13),
and thereby to further reduce the risk of cardiovascular events (14,15).

Activating the LDLR pathway in the liver is anti-atherogenic and clearly beneficial (8), but

activating the same pathway in beta cells may be harmful to those cells, potentially by
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impacting GSIS and increasing NOD, as it seems to be the case with statins. This hypothesis
was recently underpinned by Mendelian randomization studies showing that loss-of-function
genetic variants in HMGCR (the target of statins) and in PCSK9 that activate the LDLR
pathway and lower LDL-C levels are associated with an increased risk of NOD (16-18).
Given that PCSK9 gene is expressed in human pancreatic islets (19), and that PCSK9 mRNA
expression is increased (+81+12%) in a sorted cells population enriched in beta cells but
reduced (-75+5%) in a sorted cells population enriched in other islets cell types, compared
with the entire population of human pancreatic islet cells (20,21), we have investigated at the
protein level the expression of PCSK9 in human pancreatic beta cells.

We showed that beta cells express and secrete PCSK9. In addition, we demonstrated that
these cells express the LDLR at their plasma membrane and that LDLR abundance is duly
regulated by exogenous as well as endogenous PCSKO. Finally, we showed that neither
exogenous PCSK9 nor the PCSK9 inhibitor Alirocumab nor PCSK9 silencing with siRNAs

significantly impact GSIS.
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MATERIALS AND METHODS

Histological analyses - Human pancreas were obtained for research use from six brain-dead
multi-organ donors under protocols approved by the Assistance Publique — Hopitaux de Paris
(AP-HP) ethics committee, fixed in 4% paraformaldehyde and embedded in paraffin. Paraffin
sections mounted on glass slides (7um thickness) were deparaffinized and rehydrated in a
series of ethanol solutions of decreasing concentrations. Sections were washed with PBS and
antigen retrieval performed in a 10mM Tris 1mM EDTA buffer (pH 9) for 10 minutes in a
microwave oven (low intensity). Sections were placed in retrieval buffer at room temperature
for 15 minutes and subsequently immersed in a 70% isopropanol solution containing 0.25%
Sudan black B for 1h45 in the dark at room temperature, to quench pancreatic tissue auto-
fluorescence (22). Sections were subsequently rinsed in isopropanol 70% and PBS, and
blocked in PBS-5%BSA for 30 minutes. Antibodies were purchased from Abcam (Paris,
France) or Invitrogen (Toulouse, France). Sections were incubated with primary antibodies
(mouse anti human insulin/proinsulin ab8304 1:1000 dilution, rabbit anti human glucagon
ab92517 1:50 dilution, rat anti human somatostatin ab30788 1:50 dilution, goat anti human
PCSK9 C-terminal domain ab28770 1:50 dilution, rabbit anti human pro-PCSK9 N-terminal
domain ab135647 1:25 dilution) in PBS-1%BSA for 1h30 at room temperature in a wet
chamber. Sections were rinsed twice with PBS and incubated with the secondary antibodies
(488 Alexa Fluor®-donkey anti-mouse A21292, 488 Alexa Fluor®-donkey anti-rabbit
A21206, 488 Alexa Fluor®-goat anti-rat A11006, and 594 DyLight®-donkey anti-goat
ab96937, 594 DyLight®-donkey anti-rabbit ab9692, respectively) diluted 1:200 in PBS-
1%BSA for 1h30 at room temperature in a dark wet chamber, and counterstained with DAPI
(Ing/mL). Sections were rinsed twice with PBS, mounted with coverslides in glycerol, and

analyzed on an Eclipse 80i epifluorescence microscope and an Al RSi confocal microscope
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(Nikon, Champigny sur Marne, France). We systematically controlled the absence of cross-
reactivity between all antibodies (Supplemental Figure 1). Colocalizations were determined

using the Volocity 6.3 imaging software (Perkin Elmer, Milburn Hill Road NJ, USA).

Human Pancreatic beta cell line - All reagents were from Sigma-Aldrich (Saint Quentin
Fallavier, France) unless stated otherwise. EndoC-BHI cells (23) were purchased from
Univercell Biosolutions (Toulouse, France). Cells were grown at 37°C on Extracellular
Matrix (ECM) (100 pg/mL) and fibronectin (2ug/ml) coated flasks in DMEM containing
5.6mM glucose (Life Technologies, Saint Aubin, France), 2% BSA fraction V, 10mM
nicotinamide (Merck Millipore, Fontenay Sous Bois, France), 50uM 2-mercaptoethanol,
5.5ug/mL  transferrin, 6.7ng/mL sodium selenite, 100U/mL penicillin and 100pg/mL
streptomycin (23). EndoC-BH3 cells (Univercell Biosolutions) were grown in the same

medium supplemented with 10pg/ml puromycine (InvivoGen) (24).

LDLR expression - EndoC-BH1 cells were plated on ECM-fibonectin coated flat bottom 96-
well plates (70,000 cells/well) in OptiB1® medium (Univercell Biosolutions) containing
5.6mM glucose for 5 days at 37°C. Culture medium was replaced with Optif2® medium
(Univercell Biosolutions) containing 2.8mM glucose with or without 10ug/mL mevastatin for
16h. Culture medium was replaced with fresh Optif2® medium with or without 10pug/mL
mevastatin, and supplemented or not with 600ng/mL of recombinant PCSK9-D374Y
(rPCSK9) (Circulex, Nagano, Japan) for 4h. In a subset of experiments, Alirocumab (Sanofi,
Chilly-Mazarin, France), a fully human monoclonal antibody targeting PCSK9, was added
concomitantly into the wells at a final concentration of 10ug/mL (12,13). Cells were washed
gently with PBS, lifted with Accutase®, re-suspended in ice cold PBS, and washed twice in

ice-cold PBS containing 1% BSA. Cells were incubated with an allophycocyanin-conjugated
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antibody against human LDLR (clone 472413) or an IgG1 (clone 11711) isotype control
(R&D Systems, Lille, France) at 0.625pg/mL in PBS-1%BSA for 20 min at room temperature
in the dark. Cells were then washed twice in ice-cold PBS-1% BSA and once in ice cold PBS
before flow cytometry analysis on LSRII (Beckton Dickinson, Le Pont de Claix, France) or
CYTOFLEX (Beckman Coulter, Villepinte, France) cytometers using the FlowJo software
(Tree Star, Ashland OR, USA). Ratio between the mean fluorescence intensity (MFI) of cells
incubated with the anti-LDLR antibody and the MFI of cells incubated with the isotype
control was calculated to determine specific level of cell surface LDLR expression (RMFI),

expressed in arbitrary units (AU) throughout.

LDL uptake - EndoC-BH1 cells were plated and treated as described above. LDL-BodipyFL
(Life Technologies, Saint Aubin, France) was added to the medium at a final concentration of
10ug/mL for the last 3h of the incubation period (i.e. with or without rPCSKD9). Cells were
washed twice in ice-cold PBS-1% BSA, once in ice-cold PBS and re-suspended in ice-cold
PBS supplemented with 0.2% trypan blue to quench cell surface-bound fluorescent LDL prior
to flow cytometry analysis (12). Ratio between the MFI of cells incubated with LDL-
bodipyFL and the MFI of cells incubated without LDL-Bodipy FL (background fluorescence)
was calculated to determine specific level of internalized LDL (RMFI), expressed in arbitrary
units (AU) throughout. For confocal microscopy analyses, cells were seeded on ECM-
fibonectin coated 8-wells Millicell EZ slide (Merck-Millipore, Fontenay Sous Bois, France)
and treated as described above. Cells were washed twice in ice-cold PBS-1% BSA and once
in PBS before fixation in PBS containing 4 % paraformaldehyde for 15min at room
temperature. After an additional wash in PBS, slides were mounted with coverslides in
Prolong anti-fade reagent containing DAPI (Life Technologies) and visualized on a confocal

A1 RSi microscope (Nikon, Melville, USA) (12).
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Isolated human islets and PCSK9 secretion assay - Human pancreas were harvested from
two brain-dead adult human donors (one man, 39 years, 24.3 BMI and one woman, 52 years,
19.8 BMI) in the context of the traceability requirements for the clinical islet transplantation
program from the University hospital center of Lille, France (clinicaltrials.gov,
NCTO01123187, NCT00446264, NCT01148680). Isolation and islet culture were performed as
described (25) and experiments were carried out on human islets isolated from both donors
with 96.5% and 94.5 % viability and 80% and 90% purity (endocrine versus exocrine tissue),
respectively. Purified human islets were cultured in CMRL-1066 medium (Life Technologies)
with SmM glucose, 100U/ml penicillin, 100pg/ml streptomycin and 0.625% Human Serum
Albumin (Vialbex, LFB, Courtaboeuf, France) in a humidified atmosphere with 5% CO2 at
37°C. After 24 hours, islets were washed in RPMI medium (Life Technologies) and
distributed in 24 wells plate at a density of 200 Equivalent Islets number (EI) per well. Islets
were then incubated in RPMI medium containing 2.8mM glucose, 0.5% Fetal Bovine Serum
with or without mevastatin (Sug/mL). After 20 hours incubation, culture media were collected
and centrifuged to get rid of cell debris and PCSK9 concentrations were measured by ELISA
using the PCSK9 Quantikine ELISA kit (R&D Systems). EndoC-fH cells were plated and
treated as described above without recombinant PCSK9 in the absence or presence of
mevastatin, simvastatin, or pravastatin (10pg/mL). The supernatants were collected and

centrifuged to get rid of cell debris and PCSK9 concentrations were measured by ELISA.

Glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) - EndoC-fHI cells were plated on ECM-
fibonectin coated flat bottom 12-well plates (375,000 cells/well) in OptiB1® medium for 5
days at 37°C. Culture medium was replaced with Optif2® medium with 0 or 10pg/mL

mevastatin, and 0 or 600ng/mL rPCSK9 for 24h at 37°C. In a subset of experiments,
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Alirocumab or human LDL isolated from human plasma by sequential ultracentrifugation
(1.006 < d < 1.063 g/mL) at 40,000g and dialyzed extensively against PBS before use, were
added concomitantly into the wells at final concentrations of 10ug/mL and 250mg/dL,
respectively. GSIS was performed as follows: i) cells were washed with BKREBS® buffer
(Univercell Biosolutions) supplemented with 0.1% BSA and subsequently incubated in
BKREBS® buffer-0.1% BSA for 40min at 37°C. ii) Supernatants were collected on ice and
replaced with BKREBS® buffer-0.1% BSA supplemented with 20mM D-glucose for an
additional 40min at 37°C. iii) supernatants were collected on ice and cells were lysed on ice in
lysis buffer containing Tris 0.02M, Triton X100 1%, Glycerol 10%, 0.137M NaCl, 2mM
EGTA and anti-protease (Roche diagnostics) for 10 min. Insulin contents in supernatants
collected sequentially and in cell lysates, were determined by ELISA (Mercodia, Uppsala,
Sweden). GSIS was assessed as the ratio of insulin content in the second supernatant (post-
glucose stimulation) to insulin content in the first supernatant (pre-glucose stimulation). The
initial insulin content per well was the sum of the insulin contents measured in cell extracts
and both supernatants. In a subset of experiment, GSIS was performed with EndoC-BH1
silenced for PCSK9 (see § below). Optimal concentrations of glucose to assess GSIS in
EndoC-BH1 cells was determined by measuring insulin secretion following 40 min treatment
with increasing concentrations of glucose (i.e. 0, 2.8, 5, 15, 20 and 25 mM), as described
above (Supplemental Figure 2). Of note, we did not observe any change in cell viability, as
assessed using the lactate deshydrogenase cytotoxicity detection kit ab102526 (Abcam), at
any of the glucose concentrations tested or in the absence of glucose for 40 min (data not

shown).

Silencing of PCSK9 - EndoC-fH1 cells were plated on ECM-fibronectin coated flat bottom

12-well plates (375,000 cells/well) in Optif1® medium and incubated for 2 days at 37°C.

10
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Cells were then transfected in fresh OptiB1® medium with 10 pmol/well of either siRNA
targeting PCSK9 (SR316837) from Origene (Rockville MD, USA) or a negative control low
GC duplex siRNA (452002, Invitrogen) using Lipofectamine RNAiMax and incubated for 3
days at 37°C. Three days post-transfection, culture medium was replaced with fresh Optif2®
medium and both cell surface LDLR expression, PCSK9 secretion and GSIS were measured

as described above.

Statistical analyses — All results in the text and figures are presented as mean = SEM. All

statistical comparisons were performed using a Mann-Whitney test with GraphPad Prism 6.01

(La Jolla, CA, USA). p<0.05 indicates statistical significance.

11

157



Travaux personnels

O o J0 U W

RESULTS

Human beta cells express, synthesize and secrete PCSK9 - To demonstrate that beta cells are
the islet cell type expressing PCSK9, we assessed PCSK9 protein expression by
immunohistochemistry in pancreatic sections from six donors by epi-fluorescent and confocal
microscopy. Pancreatic sections were immuno-stained for human PCSK9 as well as for
insulin, glucagon, or somatostatin. We first observed that PCSK9 expression was restricted to
pancreatic islets (Figure 1 A-O). We also observed that PCSK9 localized in insulin-positive
cells, but not in glucagon-positive or somatostatin-positive cells, indicating that PCSK9
protein expression is restricted to beta cells in human pancreatic islets. Using a specific
antibody targeting the autocatalytic cleavage site of PCSK9, we verified that pro-PCSK9, the
zymogen of PCSK9, was also expressed in insulin-positive cells (Figure 1 P-T). The co-
localization between PCSK9 and insulin as well as the total absence of co-localization
between PCSK9 and glucagon or somatostatin were fully ascertained by confocal microscopy
(Figure 2 A-L). Refined imaging analyses showed subcellular colocalization of insulin and
PCSK9, indicating that both proteins colocalize in the same organelles (Figure 2 M-Q),
although not exclusively. Similar observations were made independently in all pancreas
sections from each of our six donors.

We next verified whether human beta cells could secrete PCSK9. We therefore assessed
PCSK9 protein secretion in the supernatant of a unique human clonal beta cell line, the
EndoC-BHI cells. These cells secreted substantial amounts of PCSK9 (Figure 3). Since
PCSK9 is known to be up-regulated by statins in the hepatocyte (26), we also measured
PCSK9 secretion from EndoC-BH1 cells following 20 hours treatment with statins. PCSK9
secretion was significantly increased following incubation with mevastatin, simvastatin and

pravastatin (Figure 3A). Since silencing of the SV40 immortalization transgene in EndoC-
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BH1 cells leads to a phenotype close to that of B-cells in an adult pancreas (i.e. elevated
intracellular insulin content and reduced proliferative capacity) (27), we ascertained whether
PCSK9 secretion from these cells was maintained at comparable levels under these
conditions. We silenced the SV40 immortalization transgene of EndoC-BHI1 cells
(Supplemental Figure 3A) and verified that PCSK9 secretion from these cells remained
steady (Supplemental Figure 3C). Of note, following SV40 silencing, the intracellular
insulin content of EndoC-BH1 increased by 90% indicative of an enhancement of the B-cell
specific features mentioned above (Supplemental Figure 3C) (28). Mevastatin treatment
increased PCSK9 secretion by 92% in silenced EndoC-BHI1 cells (data not shown). Results
obtained in EndoC-BH1 cells were confirmed in another line of human clonal beta cells, the
EndoC-BH3, derived from a distinct donor (24). EndoC-BH3 secreted similar amounts of
PCSK9 than EndoC-BH1 under basal conditions, and PCSK9 secretion also increased upon
statin treatment in this cell line (data not shown). In addition, we showed that PCSK9 was
secreted from pancreatic islets isolated from two human donors, an effect significantly
increased upon treatment of the islets with mevastatin (Figure 3B). Taken together, these
results demonstrate that human beta cells synthesize and secrete PCSK9 and that PCSK9

expression is increased by statin treatment in beta cells.

LDLR expression is regulated both by exogenous and endogenous PCSK9 in human beta
cells - To determine whether PCSK9 alone or on top of statins modulates LDLR expression in
human beta cells, we next assessed cell-surface LDLR expression in EndoC-fH1 cells treated
with or without mevastatin, recombinant PCSK9 gain-of-function D374Y (rPCSK9), and/or
Alirocumab (Figure 4A) by flow cytometry. Under basal culture conditions, the abundance of
the LDLR at the plasma membrane of EndoC-BHI was found at RMFI levels of 50.4+10.8

AU. Mevastatin treatment significantly increased LDLR cell surface expression (+83%). In

13
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contrast, exogenous rPCSK9 alone or on top of mevastatin, significantly reduced the
abundance of the LDLR at the surface of these cells by 78% and 63%, respectively (Figure
4A). We also tested the PCSK9 inhibitor Alirocumab under these experimental conditions.
Alirocumab alone did not significantly alter the levels of LDLR expressed at the surface of
EndoC-BH1 cells. However, on top of mevastatin (i.e. when endogenous PCSK9 secretion
from these cells is maximal), Alirocumab significantly increased LDLR cell surface
expression by 17%. Alirocumab restored the levels of LDLR expression at the surface of
EndoC-BHI1 cells treated with rPCSK9 in the absence as well as in the presence of mevastatin
(Figure 4A). In addition, we also assessed the cellular uptake of fluorescent LDL in EndoC-
BHIcells by flow cytometry (Figure 4B). LDL uptake was found at RMFI levels of 187+22
AU under basal culture conditions. In line with the variations in LDLR cell surface expression
observed above, rPCSKO treatment alone or with mevastatin significantly reduced fluorescent
LDL uptake by 82% and 52% respectively, whereas mevastatin increased fluorescent LDL
uptake by 36% in these cells (Figure 4B). Variations in fluorescent LDL uptake upon these
experimental conditions were visualized by confocal microscopy and paralleled the patterns
of expression of the LDLR at the surface of EndoC-BHIcells (Figure 4C).

To specifically test the effect of endogenous PCSK9 on LDLR expression, we next silenced
PCSK9 in EndoC-BH1 using siRNAs and assessed PCSK9 secretion as well as cell surface
LDLR expression as above (Figure 4D-E). As anticipated PCSK9 silencing reduced the
secretion of PCSK9 in the culture medium (-47%), which paralleled a significant increase in
cell surface LDLR abundance (+27%). These combined results indicate that LDLR expression
is modulated by statins and by both endogenous and exogenous PCSK9 in human beta cells

and that these effects are reversed upon PCSKO9 inhibition.
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PCSK9 does not significantly alter GSIS - To establish whether PCSK9 alters insulin
secretion from human beta cells, we undertook a series of insulin secretions measurements
(GSIS) using the EndoC-BHlcell line grown in a culture medium containing or not
mevastatin, rPCSK9, and/or Alirocumab (Figure 5). We found that neither rPCSK9 nor
mevastatin significantly modulated GSIS (Figure 5A) and neither did we observe any
significant change in intra-cellular insulin contents (Figure 5B). Likewise, the PCSK9
inhibitor Alirocumab did not significantly alter GSIS from EndoC-BHI cells in each of the
experimental conditions tested (Figure SC). We next assessed the impact of PCSK9 silencing
on GSIS from EndoC-BHI1 cells. Whereas PCSK9 silencing increased LDLR cell surface
expression, it did not significantly alter GSIS from these cells (Figure 5D). We also
investigated the effects of rPCSK9 with or without mevastatin on EndoC-H1 cells exposed
to high concentrations of purified human LDL, that have been reported to reduce GSIS (5)
(Figure SE-F). The exposure of beta cells to LDL led to a 49% decrease in GSIS without
altering intra-cellular insulin contents. PCSK9 alone or on top of mevastatin did not
significantly modulate GSIS from EndoC-BHI1 cells exposed to LDL. Taken together these

results indicate that PSCK9 and Alirocumab do not alter GSIS from human beta cells.
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DISCUSSION

In an attempt to elucidate the role of PCSK9 in the endocrine pancreas, we have shown that
PCSK9 is expressed, synthesized and secreted from human beta cells. We have also
established that exogenous PCSK9 modulates the expression of the LDLR at the plasma
membrane of the EndoC-fH]1 human pancreatic beta cell line. This effect was abolished in the
presence of the PCSK9 inhibitor Alirocumab. Reassuringly, neither statins nor PCSK9 nor
Alirocumab significantly altered the ability of human beta cells to secrete insulin in response
to glucose.

It is well established that the LDLR is expressed in the endocrine pancreas, in particular in
beta cells (29-31). In the present study, we demonstrate that PCSK9 is expressed in insulin
producing human beta cells, in line with previous studies showing substantial PCSK9
expression in rodent beta cell lines (32,33) and in human pancreatic islets (19). We also
showed that neither alpha cells nor delta cells significantly express PCSK9, discrepant with
previous reports showing PCSK9 expression in delta cells by immunohistochemistry (19,34).
We do not have a clear explanation for this discrepancy beyond technicalities (different
antibodies were used), but recent mRNA data clearly indicates a specific endogenous
expression of PCSK9 in human beta cells (20,21), furthered by our observation of pro-PCSK9
in this cell type. The up-regulation of PCSK9 secretion by statins in two human EndoC-$H
cell lines, similar to what occurs in hepatocytes (26), underlines the physiological pattern of
PCSK9 expression in this particular cell type. Yet the relevance of the colocalization between
PCSK9 and insulin/proinsulin in beta cells subcellular compartments remains to be
established. To date, only two convertases (PCSK1 and PCSK2) are known to directly
interact with insulin, as they promote proinsulin cleavage into insulin and C-peptide (35).

Noteworthy, PCSK9 gene expression is induced by the transcription factor HNFla
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(hepatocyte nuclear factor 1a), a major activator of the insulin gene (36). An interesting
avenue would be to determine whether PCSK9 gene expression in f-cells is primarily
modulated by HNF1a or via the canonical SREBP2 (sterol response element binding protein
2) pathway.

It is also well established that LDLR abundance at the surface of many cell types is positively
modulated by statins and negatively modulated by circulating PCSK9 primarily via the endo-
lysosomal degradation route (8). Here we showed in human EndoC-BHI that LDLR cell
surface expression is increased by statin treatment and reduced by exogenous rPCSKO9, as it is
the case in almost every single cell type or tissue except the adrenals (37-39). The effect of
exogenous TPCSK9 on LDLR expression was abolished by the PCSK9 inhibitor Alirocumab.
Our results extend the observations made in previous studies showing that PCSK9 deficiency
is associated with higher LDLR expression in whole mouse pancreas and isolated islets, and
that the addition of exogenous PCSK9 reduces LDLR expression in human isolated islets
(19,33). We also showed that the addition of exogenous rPCSK9, mevastatin, or Alirocumab
did not significantly alter GSIS, even in lipotoxic culture conditions (i.e. in presence of high
LDL concentrations). EndoC-BHI cells are perfectly suited to study GSIS, as no other human
beta pancreatic cell line secretes insulin in a dose dependent manner in response to glucose
(40). In agreement with these results, GSIS from wild type or PCSK9 knockout mice
pancreatic islets were found similar in a previous study (19). The absence of effect of PCSK9
inhibition with Alirocumab on GSIS in our cellular model is in line with the fact that neither
Evolocumab (14) nor Alirocumab (15) have shown any sign of increased incident diabetes in
clinical trials so far. In agreement with these observations, we recently reported that plasma
PCSKO9 concentrations do not predict the risk of T2D in subjects with prediabetes (41).

Based on the results of the present study, we can cautiously conclude that PCSK9 is

physiologically expressed in human beta cells and that circulating PCSK9 (and hence PCSK9
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inhibition with mAbs) has the ability to regulate LDLR abundance at the surface of these cells
without directly impacting their ability to secrete insulin in response to glucose. Taken
together, the present results are reassuring regarding the safety of PCSK9 inhibitors in terms
of beta-cell function (42,43). However, regarding the potential link between PCSK9 and
glucose homeostasis raised by Mendelian randomization studies, it is conceivable that the
effect of PCSK9-deficiency on glucose homeostasis may not be restricted to pancreatic islets
or insulin secretion. For instance, plasma PCSK9 concentrations have been found to be
positively associated with markers of insulin resistance such as HOMA-IR or hepatic glucose
production assessed during hyperinsulinemic-euglycemic clamps (44,45). Additional studies

are therefore warranted to decipher the precise role of PCSK9 in diabetes risk.
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FIGURE LEGENDS

W0 s W

41 FIGURE 1 — Total PCSK9 and pro-PCSK9 expression in human pancreas is restricted
to Langerhans Islets cells - Epifluorescent microscopic analyses of human pancreatic
46 sections immuno-stained for human PCSK9 C-terminal domain (A-O) or N-terminal domain
(P-T), insulin (A-E and P-T), glucagon (F-J), or somatostatin (K-O). Entire pancreatic
51 sections are shown in panels (A), (F), (K) and (P). The 25um scale is for all panels except

53 (A), (F), (K) and (P).
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FIGURE 2 - PCSK9 expression in human pancreatic islets is restricted to beta cells and

colocalizes with insulin - Confocal microscopic analyses of human pancreatic sections
immuno-stained for human PCSK9, insulin (A-D), glucagon (E-H), or somatostatin (I-L).
Accurate colocalization patterns between insulin and PCSK9 within islets beta cells are
shown in panels (M-Q) and calculated as the product of the difference from the mean (PDM)

with Volocity (P). Scales: 15um (panels A-L) and 10um (panels M-Q).
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FIGURE 3. PCSKD is secreted from human clonal beta cells and from isolated human
pancreatic islets - (Panel A) EndoC-BH1 cells were treated for 20 hours with or without
mevastatin, pravastatin or simvastatin (10pg/mL) and PCSK9 secretion was measured in the
culture medium in the last 4 hours of the incubation period. Results are expressed as
mean+SEM per 10° seeded cells (n=/0 for mevastatin and n=5 for pravastatin and
simvastatin). (Panel B) Human pancreatic islets isolated from two donors were treated with or
without Spug/mL mevastatin for 20 hours. Mean+SEM of PCSK9 secretion per 200 seeded
Equivalent Islets (EI) within the 20 hours incubation period are shown. * p<0.05 and **

p<0.01 vs. no statin.
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PCSK9-D374Y (rPCSK9), and/or Alirocumab. (Panel A) Cell surface LDLR expression was
measured by flow cytometry (n=9). In a subset of culture wells, fluorescent LDL was added
to the medium for the last 3 hours of the incubation period. LDL uptake was measured by
flow cytometry (panel B) and visualized by confocal microscopy (panel C, a control, b
PCSK9, ¢ mevastatin, d PCSK9 + mevastatin) (n=4). EndoC-BH1 cells were transfected with
a siRNA targeting PCSKO9 or a non-targeting control siRNA (siRNA control). On day 3 post-
transfection, PCSK9 secretion within 20 hours was measured by ELISA (panel D), and
LDLR cell surface expression was assessed by flow cytometry (panel E) (n=4). Results are

expressed as mean+SEM, #p<0.05; #*p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.
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47 FIGURE 5 - PCSKD9 does not significantly alter GSIS in human clonal beta cells. EndoC-

50 BH1 cells incubated for 24h in Optif2® medium containing 2.8mM glucose were treated with

52 or without mevastatin and rPCSK9. GSIS (panel A) and initial insulin contents (panel B)

were assessed (n=1/0). In a subset of experiments Alirocumab was tested (panel C) (n=3).

57 EndoC-BHI1 cells were transfected with a siRNA targeting PCSK9 or a non-targeting control

59 siRNA (siRNA control). On day 4 post-transfection, GSIS was assessed (panel D) (n=4).

175



Travaux personnels

Alternatively, EndoC-BH1 cells incubated for 24h in Optif2® medium containing 2.8mM
glucose were treated with or without mevastatin, rPCSK9 and supplemented with O or 250
mg/dL of purified human LDL. GSIS (panel E) and initial insulin contents (panel F) were

assessed (n=7). ¥*p<0.05 vs. no LDL; ## p<0.01 vs. LDL alone.
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SUPPLEMENTAL METHOD:

Transfections and RT-PCR - SV40 large T antigen specific siRNA sequences were designed
using the BLOCK-iTM RNAi Designer (Invitrogen, Carlsbad CA, USA). RNAi-stealth duplex
sequences were sense-5-CAUAAUCAGCCAUACCACAUUUGUA-3’ and anti-sense-5’-
UACAAAUGUGGUAUGGCUGAUUAUG-3’. Stealth RNAi siRNA negative control med
GC duplex was used as negative control (Invitrogen). EndoC-BH1 cells were plated on ECM-
fibronectin coated flat bottom 6-well plates (600,000 cells/well) for 18h. Culture medium was
replaced with OptiMEM and cells were transfected with 80nM siRNA using Lipofectamine for
3 hours at 37°C (Invitrogen, all). Transfection medium was replaced and cells were grown for
an additional 24h (1). Cells were washed in PBS and lifted with trypsin-EDTA. 70,000 cells
were set aside to perform RNA isolation. Total mRNA was extracted using the NucleoSpin
RNA XS kit (Macherey Nagel, Hoerdt, France) and reverse transcribed using Superscript III
reverse transcriptase (Invitrogen). Quantitative PCR consisted of 40 cycles (5s at 95°C, 60s at
60°C and 5s at 72°C) using SV40 specific primers 5’-TAATGGACCTTCTAGGTCTTGA-3’
and 5’-AATTCTGAAGGAAAGTCCTTG-3’, and human beta actin specific primers 5’-
TGCTATCCAGGCTGTGCTATCC-3" and 5’- GCCAGGTCCAGACGCAGG-3’, on a
iCycler iQ system (BioRad, Marnes La Coquette, France) using the SYBR Green MasterMix
(Fermentas, Courtaboeuf, France). Gene expression was quantified by the comparative Ct

method, in which the amount of target is expressed as 24¢

using human beta actin as
housekeeping gene. The remaining cells were used to perform PCSK9 secretion assays. SV40

silencing efficacy and concomitant increase in intracellular insulin content, a key feature of

non-dividing beta cells (2), are shown in Supplemental Figure 3.
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PCSK9 Merge

Mouse anti insulin +
Goat anti PCSK9 +
Donkey anti mouse 488 +
Donkey anti goat 594

No primary antibody +
Donkey anti mouse 488 +
Donkey anti goat 594

Mouse anti insulin +
Donkey anti mouse 488 +
Donkey anti goat 594

Mouse anti insulin +
Donkey anti goat 594

Mouse anti insulin +
Donkey anti mouse 488

Goat anti PCSK9 +
Donkey anti mouse 488 +
Donkey anti goat 594

Goat anti PCSK9 +
Donkey anti goat 594

Goat anti PCSK9 +
Donkey anti mouse 488

SUPPLEMENTAL FIGURE 1 — Assessment of the absence of cross-reactivity between
the antibodies used to specifically colocalize insulin and PCSK9. Epifluorescent
microscopic analyses of human pancreatic sections immuno-stained with various combinations
of the following antibodies: mouse anti human-insulin primary antibody, goat anti human-
PCSK9 primary antibody, donkey anti mouse IgG secondary antibody (Alexa 488
fluorescence), and donkey anti goat IgG (Alexa 594 fluorescence). Combinations are indicated
on the right-hand side of each line. Nuclei were counterstained with DAPI. The bar indicates

250 m scale for all panels.
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SUPPLEMENTAL FIGURE 2 - Determination of the optimal concentrations of glucose
to assess GSIS. EndoC-BH1 cells incubated in Opti2® medium (2.8mM glucose) for 24 hours
were placed in BKREBS buffer sequentially without glucose (white bars), and with increasing
concentrations of glucose (0, 2.8, 5, 15, 20, and 25mM) (grey bars). Basal insulin secretion and
stimulated insulin secretion were calculated and expressed in % of initial insulin cell content.
*¥t p<0.01 vs. OmM glucose. ***p<0.005 vs. OmM glucose. All experiments have been
performed at least 3 times.
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SUPPLEMENTAL FIGURE 3 - (A) SV40LT mRNA expression in EndoC-BfH]1 cells 24 hours
after transfection with SV40LT or control siRNA. (B) Intracellular insulin content normalized
for cellular proteins in EndoC-BH1 five days post-transfection with SV40LT or control siRNA.
(C) PCSKO secretion levels in four hours in EndoC-BH1 cells five days post-transfection with
SV40LT or control siRNA. * p<0.05 vs. control siRNA. All experiments were performed at
least 3 times.
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Discussion et perspectives

Nous avons montré de fagon irréfutable dans cette étude que I’expression de PCSK9 au niveau
des ilots de Langerhans, est restreinte aux cellules B et que, in vitro, des cellules  pancréatiques
humaines (EndoC-pH1 et EndoC-BH3) sont capables de sécréter PCSK9. Nous avons ensuite
démontré dans les EndoC-BH1 que I’expression et la fonction du LDLR a la membrane
plasmique de ces cellules sont diminuées par ’apport exogeéne de PCSK9 recombinant. De plus,
I’ajout d’un traitement avec Alirocumab annule I’effet de PCSK9 sur ’expression du LDLR.
De facon rassurante, nous avons montré que ni le traitement avec une statine, ni PCSK9
recombinant ni son inhibition au moyen d’ Alirocumab ou d’un mix de 3 siRNA n’altére le GSIS

des cellules B pancréatiques, in vitro.

Dans notre étude, nous établissons pour la premiere fois que I’expression de PCSK9 est
restreinte au niveau des cellules B humaines. En effet, les observations en microcopie confocale
de sections de pancréas humains provenant de 6 donneurs différents font ressortir une
colocalisation uniqguement entre PCSKO9 et insuline. Afin de confirmer nos résultats, nous avons
¢galement mis en évidence la syntheése endogéne de PCSK9 dans les cellules  pancréatiques.
Ainsi, nous avons observé la forme pro-PCSK9 uniquement dans les cellules B pancréatiques.
Nous avons aussi effectué une série de contrbles des anticorps pour valider pleinement ces
résultats. In vitro, nous avons montré que les cellules B pancréatiques EndoC-BH1 et EndoC-
BH3 sécrétaient PCSK9. Nous avons également eu des résultats similaires en utilisant des ilots
pancréatiques humains isolés. En 2003, I’équipe du Pr. Seidah a montré que I’ARNm de PCSK9
est exprimé au niveau du pancréas de rat et dans des lignées de cellules B pancréatiques de rat
et de souris. Dans une autre étude dirigée par le Pr. Scott, les auteurs ont mis en évidence
I’expression de PCSK9 au niveau des cellules § pancréatiques de souris (Seidah et al., 2003;
Mbikay et al., 2010). Une récente analyse a également montré clairement I’expression endogéne

de ’ARNmM de PCSK9 par les cellules B pancréatiques humaines (Ndiaye et al., 2017). Ainsi,
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nous sommes la premiere équipe a démontrer simultanément et de fagon irréfutable
I’expression, la synthése et la sécrétion de PCSK9 au niveau des cellules B pancréatiques
humaines. Néanmoins, des contradictions persistent au niveau de la littérature puisque la
présence de PCSKO9 a été observée par d’autres au niveau des cellules 6 du pancréas (Langhi et
al., 2009; Da Dalt et al., 2018). PCSK9 est une protéine sécrétée et circulante ce qui pourrait
expliquer sa présence dans les cellules 6. Ces études n’ont cependant pas investigué la présence
de PARNm de PCSK9 ni la forme proPCSK9, ce qui est une limite importante. Les
discordances observées pourraient aussi étre dues aux anticorps utilisés qui different entre les

études.

L’expression et la fonction du LDLR sont positivement régulées par les statines et négativement
par PCSK9 (Lambert et al., 2012). En utilisant deux lignées cellulaires de cellules P
pancreatiques (EndoC-BH1 et EndoC-BH3), nous avons montré dans ces cellules que la
régulation du LDLR est la méme dans les cellules P et les hépatocytes humains traités de facon
identique. L’ajout d’un inhibiteur de PCSK9 tel qu’Alirocumab ou d’un siRNA dirigé contre
PCSK9 abolit I’effet de PCSK9 recombinant et endogéne sur le LDLR. Plusieurs études ont
montré qu’un traitement avec une statine induit également une augmentation de la sécrétion de
PCSK9 (Sahebkar et al., 2015). Ainsi, dans notre étude nous avons étudi¢ I’effet des statines
sur la sécrétion de PCSKO. Il en ressort que la sécrétion de PCSK9 par les EndoC-BH1/BH3 et
les Tlots de pancréatiques isolés était augmentée apres un traitement a la mevastatine comme
dans les hépatocytes (Dubuc et al., 2004). Dans les hépatocytes, la sécrétion de PCSK9 est sous
la dépendance du facteur de transcription SREBP-2 majoritairement et de HNF1-o (Jeong et
al., 2008; Dong et al., 2010). Le facteur de transcription gouvernant I’expression de PCSK9 au

niveau des cellules B pancréatiques reste encore a déterminer.

Les cellules EndoC-BH1 constituent la seule lignée de cellules p humaines capable de sécréter

de I’insuline en réponse a une stimulation au glucose (GSIS) de fagcon dose dépendante (\Weir
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and Bonner-Weir, 2011). Cette lignée nous a permis d’investiguer les effets d’un traitement par
une statine, de PCSK9 recombinant, d’Alirocumab ou d’un mix de siRNA diriges contre
PCSK9 sur la sécrétion d’insuline en présence ou en absence de LDL. Ainsi, nous avons pu
montrer qu’aucun de ces traitements n’affecte directement le GSIS. Les études du GSIS sur des
flots de Langerhans de souris PCSK9 knockout ou sauvages donnent des résultats comparables
(Langhi et al., 2009). Toutefois, dans une étude plus récente, I’équipe du Pr. Norata a montré
que I’inactivation totale de Pcsk9 dans un modele murin induit une accumulation de cholestérol
dépendante du LDLR dans les flots pancréatiques associée a une altération de la fonctionnalité
des cellules B. En effet, le contenu en insuline de ces cellules était augmenté et I’insulinémie
des souris était diminuée. En revanche, I’inaction spécifique de Pcsk9 hépatique, responsable a
99% de la concentration en PCSK9 plasmatique, n’a altéré ni la fonctionnalité des cellules  ni
I’insulinémie (Lagace et al., 2006; Da Dalt et al., 2018). Ces données suggerent un effet

protecteur de la forme PCSK9 pancréatique sur la fonctionnalité des cellules 8 chez la souris.

Une des forces de notre étude est la détection in situ de PCSK9 dans des sections histologiques
de pancréas humain. En effet, les études antérieures concernant I’implication de PCSK9 au
niveau du pancréas ont été reéalisées sur des souris (in vivo et ex vivo) soit chez ’'Homme ex
vivo sur des Tlots pancréatiques isolés en culture (Langhi et al., 2009; Mbikay et al., 2010; Da
Dalt et al., 2018). Il aurait été intéressant de travailler également avec des sections de pancreéas
de patients diabétiques afin d’évaluer s’il existe ou non des différences d’expression de PCSK9

a ce niveau dans un contexte de diabéte.

Des études cliniques ont rapporté une association entre un traitement avec une statine a forte
dose sur une longue période et ’apparition de DT2 (Ridker et al., 2012). De plus, les données
d’études Mendéliennes randomisées font ressortir une association positive entre les formes
« pertes de fonctions » de PCSK9 ou de I’"HMGCR et le risque de DT2 (Ference et al., 2016;

Lottaetal., 2016; Schmidt et al., 2017, 2019). Nous avons montré ’absence d’effet des statines,
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de PCSK9 recombinant et de I’inhibition de PCSK9 par Alirocumab ou des siRNA ciblant
PCSKO9 sur le GSIS. Néanmoins, ces conclusions peuvent étre limitées par le fait que dans nos
conditions expérimentales les traitements sont aigus et ne refletent pas la chronicité des
traitements des patients. Par ailleurs, I’absence d’effet de nos traitements sur le GSIS n’exclut
pas qu’il pourrait exister un role protecteur de PCSK9 pancréatique dans le
microenvironnement au niveau du pancréas comme suggéré par les travaux de 1’équipe du Pr.
Norata. Dans cette étude, ils ont observé in vivo une baisse de I’insulinémie chez des souris
Pcsk9 knockout associée a une augmentation des contenus en cholestérol et en insuline dans les
flots pancréatiques. Dans nos travaux, nous avons travaillé in vitro uniquement avec une
population unique de cellules p. L’effet de PCSKO9 sur la sécrétion d’insuline pourrait donc étre
dépendant de la présence des autres cellules du pancreas (o, 6, PP, etc...). Par exemple, la
somatostatine sécrétée par les cellules 6 agit directement sur les cellules B et diminue la
sécrétion d’insuline (DiGruccio et al., 2016). PCSK9, sécrété par les cellules B, pourrait agir
sur les cellules proches et induire ou inhiber la libération de facteurs régulant la sécrétion
d’insuline. Dans ces conditions, le role paracrine/autocrine et protecteur de PCSK9

pancréatique serait indirect.

En conclusion, dans notre étude, nous avons montré pour la premiere fois que la protéine
PCSKQ est exprimée, synthétisée et sécrétée par les cellules B pancréatiques humaines. Nous
avons également démontré que 1’expression et la fonction du LDLR & la surface des cellules 3
sont régulées par un traitement avec une statine ou du PCSK9 recombinant et que cet effet est
aboli par Alirocumab. Il ressort de notre étude que les traitements avec une statine, PCSK9 ou
une inhibition de PCSK9 n’altérent pas le GSIS. Ces résultats sont rassurants concernant

I’inhibition de PCSK9 au moyen d’anticorps monoclonaux.
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Les médicaments hypolipémiants, que sont les statines, ont montré une trés grande efficacité et
un bénéfice indiscutable face aux maladies cardiovasculaires (Rosenson and Tangney, 1998;
Toth et al., 2018a). Néanmoins, leur efficacité est limitée par le paradoxe des statines. En effet,
un traitement par une statine induit une augmentation de I’expression du récepteur aux LDL en
activant SREBP-2. PCSK9, I’inhibiteur naturel du récepteur aux LDL, est également sous la
dépendance de ce méme facteur de transcription. Ainsi, un traitement par une statine augmente
I’expression du récepteur aux LDL ce qui entraine une diminution des taux de LDL circulants.
Cependant, cet effet bénéfique est limité par la surexpression concomitante de PCSK9. De ce
fait, la diminution des taux de LDL-C n’est pas proportionnelle a la dose de statine (Dubuc et
al., 2004; Jeong et al., 2008; Sahebkar et al., 2015). Les doses de statines prescrites dépendent
de valeurs cibles de LDL-C a atteindre définies en fonction de la gravité de la maladie
cardiovasculaire et des facteurs de risque du patient. Ces valeurs cibles varient entre 1,16g/L
pour les patients a bas risque cardiovasculaire et 0,55g/L pour les patients a tres haut risque

cardiovasculaire (Mach et al., 2019).

Les statines font diminuer significativement les maladies cardiovasculaires et les déces qui y
sont liés. Toutefois, il a été rapporté dans plusieurs études que I'utilisation de statines a forte
dose chez des individus prédisposés pouvait induire un risque faible mais significatif
d’apparition du diabéte de type 2 (Ridker et al., 2012; Wang et al., 2012; Crandall et al., 2017).
D’autres équipes et nous-méme, avons mis en évidence une corrélation entre PCSK9 et les
indices d’insulinorésistance HOMA-IR et de fonctionnalité des cellules B pancréatiques
HOMA-B suggérant une implication directe ou indirecte de PCSK9 dans la pathologie du
diabete de type 2 (Baass et al., 2009; Lakoski et al., 2009; Cui et al., 2010; Werner et al., 2014).
Cette hypothese est confortée par plusieurs études de la littérature qui établissent également un
lien entre PCSKO et I’insuline, la glycémie, les cellules  pancréatiques et le diabéte de type 2.

Premiérement, I’ARN messager de PCSK9 a été retrouvé au niveau des cellules B (Seidah et
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al., 2003). Ensuite, il a été rapporté que les niveaux de PCSK9 augmentent en présence
d’insuline et qu’en absence de PCSK9 les niveaux d’insuline diminuent. De plus, chez des
souris Pcsk9 knockout la glycémie a jeun est augmentée par rapport a des souris contrbles
sauvages (Costet et al., 2006; Mbikay et al., 2010; Miao et al., 2015). Enfin, des études
Mendéliennes randomisées ont mis en évidence une corrélation positive entre les variants LOF
de PCSK9 et I’apparition du diabéte de type 2 (Ference et al., 2016; Lotta et al., 2016; Schmidt

et al., 2017).

Dans ces mémes études Mendéliennes randomisees, une corrélation positive a été mise en
évidence entre des variants GOF du récepteur aux LDL ou LOF de ’'HMG-CoA réductase et
I’apparition du diabéte de type 2. L’engorgement en cholestérol des cellules  pancréatiques
pourrait expliquer I'apparition du diabéte de type 2 apres traitement avec une statine. Des
travaux antérieurs concernant les effets du cholestérol sur la sécrétion d’insuline sont a I’origine
de cette hypothese. En 2007, des souris ApoE knockout, ob/ob et contréles ont été nourries avec
un régime riche en cholestérol. Des analyses de la sécrétion d’insuline suite a une stimulation
au glucose réalisées a partir d’ilots de Langerhans de ces souris ont montré une diminution de
la sécrétion d’insuline chez les souris ApoE knockout et ob/ob qui présentaient un taux de
cholestérol élevé dans leurs ilots (Hao et al., 2007). En 2008, la sur-activation de SREBP-2
humain responsable de I’expression du récepteur aux LDL a également entrainé une
accumulation de cholestérol au niveau des lots de Langerhans chez la souris et une diminution
du GSIS (lIshikawa et al., 2008). Enfin en 2015, dans I’étude d’une cohorte de patients
hypercholestérolémiques familiaux avec une perte de fonction du récepteur aux LDL, la
prévalence du diabete de type 2 était diminuée de moitié par rapport aux membres sains des

familles de ces patients (Besseling et al., 2015).

Ainsi, I’hypothese et les objectifs de ma these ont émergé a partir de I’ensemble de ces éléments

de la littérature. Notre hypothese de travail était que I’engorgement en cholestérol des cellules
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B pancréatiques serait a I’origine d’un dysfonctionnement cellulaire au niveau des cellules f.
Nous avons voulu déterminer (i) dans quelle mesure les statines régulent la sécrétion de
PCSK9 chez des patients diabétiques de type 2 ou non diabétiques ; (ii) si PCSK9 est
prédictif ou non de la survenue du diabéte de type 2 ; (iii) quels sont les effets des statines,
de PCSKO9 et de son inhibition (par Alirocumab ou siRNAs) sur le GSIS en présence ou

non de LDL.

Afin de répondre a ces différents objectifs nous avons utilisé 3 cohortes composees de 1 745
patients a haut risque cardiovasculaire dont 48% de diabétiques de type 2 pour Illuminate, 2
100 individus sains en population génerale pour ELSA-Brasil et 303 patients prédiabétiques
pour IT-DIAB. De plus, nous avons travaillé sur des sections de pancréas humains provenant
de 6 donneurs sains et des Tlots de Langerhans isolés provenant de 2 donneurs d’organes. Nous
avons €galement réalisé nos études sur les deux seules lignées de cellules B pancréatiques
humaines, les EndoC-BHI1 et les EndoC-BH3, qui sécrétent de I’insuline de fagon dose

dépendante suite a une stimulation au glucose (Ravassard et al., 2011; Benazra et al., 2015).

Dans la cohorte Illuminate, I’objectif était d’étudier la modulation des niveaux de PCSK9 par
les statines. Ainsi, nous avons montré que les statines induisent une augmentation des taux de
PCSKaQ circulants de fagon relativement dose dépendante. Cette étude prospective nous a aussi
permis de mettre en évidence que les concentrations de PCSK9 sont plus élevées chez les
patients diabétiques de types 2 comparés a des patients non diabétiques et qu’il existe une
corrélation positive entre PCSKO et la glycémie, I’insulinémie et 'HOMA-IR. Néanmoins,
nous ne savions pas si les niveaux élevés de PCSK9 étaient la cause ou la conséquence du
diabete de type 2 ni s’il s’agissait d’une implication directe ou non de PCSK9 dans cette
pathologie. Deux interrogations majeures de ma these ont découlé de ces observations. (i) Est-
ce que PCSKQ serait prédictif ou non de la survenue du diabete de type 2 ? (ii) Est-ce que les

niveaux bas de PCSK9, induits par son inhibition, favoriseraient 1’apparition du diabete de type
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2 ? En effet, les études Mendéliennes randomisées démontrent une association entre les formes

LOF de PCSKO et le diabéte de type 2.

Pour répondre a la premiére question, nous avons dosé PCSK9 dans le plasma des patients des
cohortes ELSA-Brasil et IT-DIAB au moment de I’inclusion. Aprés 4 a 5 ans de suivi, nous
avons déterminé les corrélations existantes entre PCSKO9 et la survenue du diabéte de type 2 et
des parametres du métabolisme glucidiques. Il est ressorti de cette étude longitudinale que les
niveaux bas de PCSK9 ne sont pas prédictifs de la survenue du diabéte de type 2 mais qu’au
contraire les niveaux élevés de PCSK9 sont associés a une altération de la glycémie a jeun et a

une augmentation de I’insulinorésistance au bout de 5 ans.

En paralléle, nous avons utilise une approche de biologie cellulaire afin de répondre a la seconde
question. Nous avons voulu déterminer le role de PCSK9 et les effets de la modulation du
récepteur aux LDL par les statines et les inhibiteurs de PCSK9 sur le GSIS dans les cellules B
pancréatiques. En 2003, le Pr. Seidah et ses collegues ont rapporté que I’ARNm de PCSK9 est
présent au niveau des cellules B de rats et de souris mais aucune donnée n’était disponible sur
I’expression de PCSK9 au niveau des cellules B pancréatiques humaines (Seidah et al., 2003).
En realisant un tri cellulaire au niveau des Tlots de Langerhans humains, nous avons montré que
les niveaux d’ARNm de PCSK9 étaient plus élevés dans la population cellulaire enrichie en
cellules B comparée aux cellules d’1lot total ou aux cellules d’ilots autres que les cellules 3
(Ramin-Mangata et al., 2018). Nous avons montré pour la premiére fois en étudiant des sections
de pancréas humain que PCSK9 est exprimé et synthétis€ uniquement dans les cellules 3
pancréatiques. Cette observation fut confortée par le dosage de PCSK9 endogene dans les
surnageants de culture d’ilots humains isolés et dans le surnageant des lignées EndoC-BHI et
des EndoC-BH3. De plus, nous avons démontré que 1’expression et la fonction du récepteur aux

LDL au niveau de la membrane plasmique des cellules  étaient modulées par un traitement
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avec PCSK9 recombinant et par des statines. Toutefois, nous n’avons pas observé d’effet de

PCSK9 recombinant, des statines ou des inhibiteurs de PCSK9 sur le GSIS

Nous avons donc montré dans ce travail de thése que les niveaux de PCSK9 sont
significativement augmentés chez les patients diabétiques de type 2. Dans notre étude
longitudinale, nous aussi avons montré que les niveaux éleves de PCSK9 sont associés a une
altération de la glycémie et une augmentation de ’THOMA-IR (Ramin-Mangata et al., 2020).
En parallele, nous avons démontré que le traitement de cellules B pancréatiques avec PCSK9
recombinant n’altére pas le GSIS. L’ensemble de ces observations suggere que les niveaux
élevés de PCSK9 pourraient étre une conséquence du développement du diabéte de type 2 et
non une cause. Cette augmentation pourrait étre due a ’insuline. En effet, il a été rapporté par
Miao et ses collegues que I’inactivation du récepteur a I’insuline uniquement au niveau du foie
entraine une diminution de 55% a 75% des niveaux de PCSK9 suggérant ainsi que 1’insuline
induit ’expression de PCSKO9. Lors de leur étude, ils ont également traités des souris sauvages
a la streptozotocine pour provoquer la destruction des cellules [ ou traités des souris ob/ob avec
un oligonucléotide anti-sens dirigé contre I’insuline. Aprés ces traitements, les niveaux de
PCSK9 ont chuté de 78% a 88% pour le traitement a la streptozotocine et de 65% pour le
traitement avec 1’oligonucléotide anti-sens (Miao et al., 2015). De plus, la mise a jeun de souris
pendant 24h, et donc la diminution de I’insulinémie, induit une réduction de 73% le niveau
d’ARNm de PCSK9 se traduisant par une baisse de moitié de la concentration circulante de
PCSK9 (Costet et al.,, 2006). Une des caractéristiques du diabéte de type 2 est
I’insulinorésistance. Celle-ci survient lorsque 1’insuline ne suffit plus a réguler la glycémie.
Pour faire face a cette résistance, les cellules  pancréatiques sécrétent d’avantage d’insuline
(Ferrannini et al., 1997; Pessin and Saltiel, 2000). Ainsi, la sur-sécrétion d’insuline pourrait

expliquer 1’augmentation des niveaux circulants de PCSK9 chez les personnes diabétiques de
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type 2 et expliquer les corrélations que nous observons entre PCSK9 et THOMA-IR et

I’altération de la glycémie.

Une des forces de mes travaux est 1’utilisation exclusive d’échantillons d’origine humaine ou
de lignées de cellules humaines. En effet, nous avons utilise 3 cohortes de patients, des sections
de pancréas humain et, des flots de Langerhans isolés et des cellules EndoC-BH1 et EndoC-BH3
issus de pancréas humains. De nombreux parameétres cliniques et biologiques disponibles nous
ont permis de corréler PCSK9 et les paramétres glucidiques. Néanmoins, des collectes de
plasma de fagon annuelle auraient permis de renforcer la direction de nos conclusions. Dans
ces travaux, nous avons demontre pour la premiére fois que PCSK9 est uniqguement exprimé au
niveau des cellules  pancréatiques chez ’Homme. Premierement, en tri cellulaire nous avons
montré que le niveau d’expression de I’ARNm de PCSKO9 était augmenté dans une population
cellulaire enrichie en cellules B pancréatiques. Ensuite, sur des coupes de pancréas humains,
nous avons observé une colocalisation entre PCSKO et insuline. Nous avons effectué tous les
controles et croisements possibles des anticorps afin d’affirmer la robustesse de ces
observations. Enfin, nous avons également montré que la forme pro-PCSK9 était présente dans
les cellules B pancréatiques confirmant sa synthése endogéne par ces cellules. La fonction
exacte de PCSK9 a ce niveau reste cependant a déterminer. Nos résultats ne montrent pas mais
n’excluent pas non plus que PCSK9 puisse localement exercer un role protecteur au niveau de
la cellule B. En effet, I’accumulation de cholestérol dans les cellules § pancréatiques est délétére
et entraine 1’apoptose de ces cellules (Kruit et al., 2010a). Dans notre étude, nous avons montré
que PCSK9 induit la diminution de 1’expression du récepteur aux LDL au niveau de la surface
des cellules B ce qui pourrait empécher leur engorgement en cholestérol et donc I’altération du
GSIS. In vitro, nous avons travaillé avec la seule lignée de cellules B pancréatiques humaines

sécrétant de I’insuline suite a une stimulation au glucose de fagon dose dépendante (Ravassard
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et al.,, 2011; Weir and Bonner-Weir, 2011). Dans la limite des conditions expérimentales
compatibles avec la culture de cette lignée, nous n’avons pas observé d’effet de PCSKO sur le
GSIS. Néanmoins, dans notre modéle nous n’avons ni évalué le systeme du transport du
cholestérol ni I’intervention des HDL pour son efflux (Brunham et al., 2007; Kruit et al., 2010b,
2011). Une étude du réle des transporteurs de type ABC et des HDL dans le GSIS en présence

de LDL pourrait étre complémentaire.

L’équipe du Pr. Norata a montré que I’inactivation de Pcsk9 totale mais pas hépatique induit
une dysfonction des cellules B. Ces résultats suggerent une absence d’effet de PCSK9
plasmatique mais un effet protecteur de PCSK9 pancréatique sur la fonctionnalité des cellules
B (Da Dalt et al., 2018). En lien avec cette étude, nos résultats ouvrent une perspective sur
I’action paracrine de PCSK9 au niveau des ilots de Langherans. Néanmoins, des résultats
opposés existent dans la littérature. En effet, il a également été rapporté chez des flots isolés de
souris que I’inactivation totale de Pcsk9 n’altére pas la sécrétion d’insuline en réponse a une
stimulation au glucose (Langhi et al., 2009). Est-ce que le réle de PCSK9 dans la sécrétion
d’insuline est dépendant des cellules autres que les cellules B dans le pancréas ? Pour répondre
a cette question et statuer sur le role de PCSK9 au niveau du pancréas, il serait possible d’étudier
la sécrétion d’insuline suite a une stimulation au glucose dans un modele ou PCSK9 est inactivé

spécifiqguement au niveau pancréatique (Figure 43)
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Figure 43 : Le role de PCSK9 pancréatique (Stéphane RAMIN-MANGATA). In vitro, les
cellules B humaines expriment et sécretent PCSK9. Suite a une stimulation au glucose ces
cellules sécretent l'insuline. L’inhibition de PCSK9 dans les cellules [ seules n’altere pas la
sécrétion d’insuline. En revanche, ['inhibition de PCSK9 dans le microenvironnement
pancréatique pourrait diminuer la sécrétion d’insuline en réponse a une stimulation au glucose.
PCSK9 pourrait agir sur les cellules autres que les cellules f et ainsi moduler indirectement la

secrétion d’insuline des cellules .

Dans plusieurs études incluant les notres, les concentrations en PCSK9 plasmatiques sont
corrélées a ’insulinorésistance et a I’altération de la glycémie (Baass et al., 2009; Lakoski et
al., 2009; Cui et al., 2010; Werner et al., 2014; Arsenault et al., 2018; Ramin-Mangata et al.,
2020). Ainsi, il ne faut pas exclure un rdle possible de PCSK9 plasmatique dans les

détériorations du métabolisme glucidique au niveau périphérique (foie, muscle, tissu adipeux).

En conclusion de ces travaux, nous avons montré que la concentration plasmatique en
PCSK9 est augmentée chez les diabétiques de type 2. Nous avons également montré que

les taux bas de PCSK9 ne sont pas prédictifs de la survenue du diabéte de type 2. Au
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contraire, les taux élevés de PCSK9 sont associés avec une augmentation de la glycémie a
jeun et de I’insulinorésistance. Dans le pancréas, PCSK9 est exprimé uniquement dans les
cellules p des Tlots de Langerhans. Dans nos conditions expérimentales, PCSK9 réduit
I’internalisation de LDL en diminuant I’expression du récepteur aux LDL a la membrane
plasmique des cellules . Nous n’avons pas observé d’effet des statines, de PCSK9 ou de
Pinhibition de PCSK9 par Alirocumab ou des siRNAS sur la sécrétion d’insuline suite a
une stimulation au glucose. Ces résultats sont rassurants a I’égard du développement et
de l’utilisation des inhibiteurs de PCSK9 qui inhibent uniquement la forme circulante de

PCSKO.
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Compétences en laboratoire

v’ Culture cellulaire v' Cytométrie en flux
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v’ Histologie v' PCR

v Western Blot & Dot Blot v Gene silencing (siRNA, miRNA)

v Microbiologie (identification, v’ Etude de cohortes
banque de souche, dénombrement) (ELSA-BRASIL & IT-DIAB)

v Approches pharmacologiques v' Etude de la fonction des cellules
hypolipémiantes (statines, anticorps pancréatiques humaines (secrétion
monoclonaux anti-PCSK9, siRNA) d’insuline, expression et fonction du

récepteur aux LDL)
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2010-2012 Brevet de technicien supérieur en bio-analyses et contréles
2°/15 Lycée St Paul 1V, La Réunion
2007-2010 Baccalauréat Sciences et technologies de laboratoire
Mention assez bien
Lycée St Paul 1V, La Réunion
Stages et formations suivis
Juillet 2019  Stage d’observation volontaire en milieu hospitalier : Chirurgie
(10 jours) vasculaire et thoracique, Consultation externe en endocrinologie

CHU Nord, La Réunion
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Fév-Juil Formation : Culture cellulaire des Endoc-pH1 (Cellules

2017 pancreatiques humaines) : Captage de LDL et expression du récepteur
aux LDL aprés traitements hypolipémiants
INSERM UMR 1087 / CNRS UMR 6291, L’institut du thorax, Nantes

Jan-Juin Stage recherche (Master 2) : Déterminer la prévalence et les

2016 caracteristiques des Entérobactéries produisant des béta-lactamases a
spectre étendu
Partenariat CIRAD, CHU Nord et CHU Sud, La Réunion

Jan-Mar Stage recherche (Master 1) : Etude des interactions entre CD93 et ses
2015 ligands potentiels

INSERM U1187, CNRS UMR 9192, IRD UMR 249, PIMIT, La Réunion
Jan-Mar Stage (STS 2) : Mise en place d’un plan correctif pour la détermination de
2012 I’azote total dans les eaux usées par la méthode de Kjeldahl

Qwalilab, La Réunion

Juin-Juil Stage (STS 1) : Mise en place d’une mesure de pH de I’eau validée et
2011 standardisée
Qwalilab, La Réunion

Enseignements dispenses

Mars 2020 Master 1 (Biologie Santé) - Cycle de séminaire (1 heure)
PCSK9 comme biomarqueur du diabete ?

Jury de soutenance de fin de stage Master 1 Biologie Santé

Jan-Juin Licence 1 (Science pour la santé) - Biologie des membranes UE8.S2 (12
2019 heures)

Introduction de la cellule et des organites possédant une membrane

Organisation et fonction des membranes

Transport membranaire

Potentiel membranaire

Systeme endo-membranaire

Synthése des protéines et insertion dans la membrane

Glycosylation des protéines membranaires

Transport vésiculaire

Membrane des bactéries et virus

Application : liposome, cytométrie en flux, sécrétion d’insuline par la

cellule B

Licence 1 (Science pour la santé) - Métabolismes et bioénergétiques
UE10.S2 (48 heures)

TD Thermodynamique

TD Devenir du pyruvate et cycle de Krebs

TD Phosphorylation oxydative

TD Métabolisme oxydatif du glucose
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Master 1 (Biologie santé) — Cycle de séminaire (2 heures)

Réle du récepteur aux LDL et de PCSK9 dans le diabéte de type 2
(traitements hypolipémiants et sécrétion d’insuline par les cellules B
pancréatiques humaines)

Mai-Juin Lycée Saint Paul IV (enseignant contractuel)
2015 Premiére STL - Biotechnologies (TP et cours)
Acides nucléiques
Utilisation du matériel de laboratoire de base
Dosages biochimiques
PCR

Premiere STL - Informatique appliquée en biologie
Traitement des données obtenues en TP
Gamme étalon et détermination des concentrations des essais

Autre expérience professionnelle

Juil 2011 Technicien en analyses des propriétés physico-chimiques de I’eau
Qwalilab, La Réunion

Publications scientifiques

13. Expression and function of PCSK9 in human pancreatic beta cells.

Stéephane Ramin-Mangata, Aurelie Thedrez, Valentin Blanchard, Nicolas Diotel, Brice
Nativel, Matthieu Wargny, Audrey Aguesse, Stéphanie Billon-Crossouard, Cécile Vindis,
Cédric Le May, Philippe Hulin, Mathieu Armanet, Valery Gmyr, Francois Pattou, Mikaél
Croyal, Olivier Meilhac, Estelle Nobécourt Dupuy, Bertrand Cariou, and Gilles Lambert. En
révision, Atherosclerosis

12. Circulating PCSKQ levels are not associated with the conversion to type 2 diabetes.
Ramin-Mangata S, Wargny M, Pichelin M, Le May C, Thédrez A, Blanchard V, Nativel B,
Santos RD, Bensefior IM, Lotufo PA, Lambert G, Cariou B. Atherosclerosis. 2020. 293, 49-56

11. CD93 is a cell surface lectin receptor involved in the control of the inflammatory response
stimulated by exogenous DNA.

Nativel B, Ramin-Mangata S, Mevizou R, Figuester A, Andries J, lwema T, Ikewaki N,
Gasque P, Viranaicken W. Immunology. 2019. 158(2), 85-93

10. Reduced Lipoprotein(a) associated with the apolipoprotein E2 genotype confers
cardiovascular protection in Familial Hypercholesterolemia

V. Blanchard, M. Croyal, I. Khantalin, S. Ramin-Mangata, K. Chemello, B. Nativel, DJ Blom,
A.D. Marais, G. Lambert. JACC Basic Transl Sci. 2019. 24, 425-427

9. PCSKO: from biology to clinical applications.
Blanchard V, Khantalin I, Ramin-Mangata S, Chémello K, Nativel B, Lambert G. Pathology.
2018. 51, 177-183

8. Key aspects of PCSK9 inhibition beyond LDL lowering.
Ramin-Mangata S, Blanchard V, Lambert G. Curr Opin Lipidol. 2018. 29, 453-458
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7. PCSK9 inhibition with alirocumab reduces lipoprotein(a) levels in nonhuman primates by
lowering apolipoprotein(a) production rate.

Croyal M, Tran TT, Blanchard RH, Le Bail JC, Villard EF, Poirier B, Aguesse A, Billon-
Crossouard S, Ramin-Mangata S, Blanchard V, Nativel B, Chemello K, Khantalin I, Thedrez
A, Janiak P, Krempf M, Boixel C, Lambert G, Guillot E. Clin Sci (Lond). 2018. 132, 1075-
1083

6. Kinetics of plasma apolipoprotein E isoforms by LC-MS/MS: a pilot study.

Blanchard V, Ramin-Mangata S, Billon-Crossouard S, Aguesse A, Durand M, Chemello
K, Nativel B, Flet L, Chétiveaux M, Jacobi D, Bard JM, Ouguerram K, Lambert G, Krempf
M, Croyal M. J Lipid Res. 2018. 59, 892-900

5. Homozygous FH Patients with Identical Mutations Variably Express the LDL Receptor:
Implications for the Efficacy of Evolocumab.

Aurélie Thedrez, Dirk Blom, Stephane Ramin-Mangata, Valentin Blanchard, Mikaél Croyal,
Kevin Chemello, Brice Nativel, Matthieu Pichelin, Bertrand Cariou, Steeve Bourane, Lihua
Tang, Michel Farnier, Frederick Raal, and Gilles Lambert. Arterioscler Thromb Vasc Biol.
2018. 38, 592-598

4. Effect of atorvastatin, cholesterol ester transfer protein inhibition, and diabetes mellitus on
circulating proprotein subtilisin kexin type 9 and lipoprotein(a) levels in patients at high
cardiovascular risk.

Arsenault BJ, Petrides F, Tabet F, Bao W, Hovingh GK, Boekholdt SM, Ramin-Mangata S,
Meilhac O, DeMicco D, Rye KA, Waters DD, Kastelein JJP, Barter P, Lambert G. J Clin
Lipidol. 2017. 12, 130-136

3. Fenofibrate decreases plasma ceramide in type 2 diabetes patients: A novel marker of CVD?
Croyal M, Kaabia Z, Ledn L, Ramin-Mangata S, Baty T, Fall F, Billon-Crossouard S, Aguesse
A, Hollstein T, Sullivan DR, Nobecourt E, Lambert G, Krempf M. Diabetes Metabh. 2017. 44,
143-149

2. Risk Factors of Extended-Spectrum B-Lactamase Producing Enterobacteriaceae Occurrence
in Farms in Reunion, Madagascar and Mayotte Islands, 2016-2017.

Gay N, Leclaire A, Laval M, Miltgen G, Jégo M, Stéphane R, Jaubert J, Belmonte O, Cardinale
E. Vet Sci. 2018

1. The complexity of lipoprotein (a) lowering by PCSK9 monoclonal antibodies.

Lambert G, Thedrez A, Croyal M, Ramin-Mangata S, Couret D, Diotel N, Nobécourt-Dupuy
E, Krempf M, LeBail JC, Poirier B, Blankenstein J, Villard EF, Guillot E. Clin Sci (Lond).
2017. 131, 261-268

Participation a des congres

ORAL — American Heart Association 2019 (Philadelphie) — Expression and function of PCSK9
in human pancreatic beta cells

POSTER — American Heart Association 2019 (Philadelphie) - Circulating PCSK9 levels are
not associated with the conversion to type 2 diabetes
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Annexes

ORAL - European Atherosclerosis Society 2018 (Lisbonne) — LDL Receptor expression and
LDL uptake in human pancreatic beta cells are regulated by statins and PCSK9 — Consequence
for glucose-stimulated insulin secretion (GSIS). Obtention du prix : Young Investigator

Fellowship
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