Signalisation apototique induite par les LDL oxydées
Implication dans I'athérosclérose
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L'athérosclérose et ses pathologies cardiovas-
culaires associées représentent une des premie-
res causes de mortalité dans les pays industria-
lisés. L'athérogenése résulte d’un mécanisme
complexe impliquant une dysfonction endo-
théliale, I'accumulation de stries graisseuses, la
migration de cellules pro-inflammatoires
(macrophages et T-lymphocytes), la migration
et la prolifération de cellules musculaires lisses,
et I'apoptose des cellules présentes dans la
plaque [1-3]. L'apoptose des cellules vasculai-
res est potentiellement responsable de I'éro-
sion endothéliale, la formation du centre
nécrotique et la rupture de plaque [4-8].

Les LDL oxydées représentent un facteur de
risque majeur dans |'athérogenése, et sont
impliquées dans les évenements précoces de
formation de la plaque, impliquant la forma-
tion des cellules spumeuses et des stries grais-
seuses [9-12]. D'autre part, les LDL oxydées
induisent une séquence de signalisation com-
plexe, qui participe a la dysfonction endothé-
liale, la migration et la prolifération des cellules
musculaires lisses, I'attraction dans la paroi des
cellules mononuclées, et I'apoptose ou la
nécrose des cellules vasculaires, potentielle-
ment impliquées dans la stabilité/instabilité de
la plaque [12, 13]. A faible concentration, les
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Abstract: The balance between vascular cell proliferation vs apoptosis plays a key role in vessel wall
remodeling. Intimal migration and proliferation of smooth muscle cells (SMC), and secretion of
extracellular matrix are involved in fibrous cap formation and plaque stability, whereas apoptosis of
vascular cells may contribute to the erosion and instability of the plaque leading to its rupture and
subsequent thrombus formation. LDL become atherogenic after undergoing oxidation within the
vascular wall. Oxidized LDL (oxLDL) and oxidized lipids exhibit complex biological properties involved in
endothelial dysfunction, SMC migration and proliferation, inflammation, and apoptosis. Oxidized
LDL-induced apoptosis involves the extrinsic propapoptotic pathway (linked to Fas/Fas ligand) in
lymphocytes, and the intrinsic mitochondrial apoptotic pathway, involving bcl-2 family members,
cytochrome C release, and the terminal executive caspase-3 pathway, as well as the mitochondrial
apoptotic factor AlF, in vascular cells. The apoptotic signaling of oxLDL is mediated in part by an intense
and sustained rise of cytosolic calcium. The mechanisms regulating the balance between proliferation
and apoptosis triggered by oxLDL and their role in vivo in atherosclerotic plaque progression remains to

be clarified.
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LDL oxydées induisent la prolifération des
CML, via diverses voies de signalisation [13],
telles que la voie sphingomyéline/céramide/
sphingosine-1-phosphate (Spm/Cer/S1P),
impliquée dans la synthése d’ADN, et la voie
EGFR/PI3K/Akt, impliquée dans la survie [14,
15], ainsi que la génération de radicaux oxygé-
nés intracellulaires (ROS) qui participent a
I'activation du récepteur au PDGF et a I'activa-
tion de NFkB par les LDL oxydées [16, 17].

A forte concentration, les LDL oxydées sont
cytotoxiques pour les cellules vasculaires et
induisent de la nécrose ou de I'apoptose, en
fonction de leur concentration, du type cellu-
laire et I'expression de Bcl2 [18]. La nécrose
primaire est caractérisée par un gonflement et
des altérations des organelles intracellulaires et
la libération des composants cytosoliques dans
le milieu extracellulaire [19, 20]. L'apoptose
implique une condensation du cytoplasme et
du noyau, une fragmentation de '’ADN et de la
cellule sans altération de la membrane plasmi-
que [19]. Plusieurs mécanismes sont impliqués
dans I'apoptose, parmi lesquels le systéme
extrinséque impliquant les récepteurs a
domaine de mort (death domain receptors) tels
que Fas/Fas ligand, ou le TNF récepteur, suivi
de la formation du DISC (death-inducible signa-
ling complex) qui active caspase-8 et la cascade
de caspases conduisant a caspase-3 [19-22].
L'autre systeme d‘apoptose dit intrinséque,
implique la voie mitochondriale, les membres
proapoptotiques de la famille Bcl2, la libération
de cytochrome C et I'activation de caspase-3
[23]. Les LDL oxydées activent les voies extrin-

séques et mitochondriales, ainsi que des voies
conduisant a la nécrose [4, 21-23].

Cette revue fait le point sur les mécanismes
impliqués dans I'apoptose induite par les LDL
oxydées et leur relevance dans la stabilité/
instabilité de la plaque.

Composés bioactifs impliqués
dans la signalisation
apoptotique des LDL oxydées

L'oxydation des LDL est un événement majeur
dans la paroi vasculaire, car il est a la base de
leur athérogénicité. Les LDL sont transformées
par I'oxydation en véritables cytotoxines capa-
bles d'induire des signalisations inflammatoi-
res, mitogénes ou toxiques, et de promouvoir
des événements athérogénes majeurs [24]. Les
LDL oxydées sont présentes dans les Iésions
d'athérosclérose [25]. L'oxydation des LDL
peut étre obtenue in vitro par contact avec les
cellules vasculaires en culture qui générent des
radicaux libres oxygénés en présence de
métaux de transition [25-27]. L'oxydation des
LDL est un processus progressif qui conduit a la
formation, dans un premier temps, de LDL
oxydées a minima, trés bioréactives et oxydées
essentiellement sur la partie lipidique [26-28].
L'oxydation des LDL induit la formation de
produits d’oxydation lipidiques tels que des
aldéhydes  (malondialdehyde ou MDA,
4-hydroxynonenal ou 4-HNE, acroléine), des
oxystérols et des hydroperoxy-cholesterol
esters, des phospholipides oxydés, des
hydroperoxy-phospholipides, des sphingolipi-
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des et des lysophospholipides) [27]. Les oxys-
térols, en particulier le 7-kétocholesterol, mais
également les 25-OH et 7-OH cholestérols (les
plus abondants parmi les oxystérols présents
dans les LDL oxydées) sont responsables pour
une large part des effets biologiques des LDL
(inflammation, immunosuppression, régula-
tion du métabolisme du cholestérol, cytotoxi-
cité), et sont proapoptotiques [29-31].

Les acides gras et les phospholipides oxydés
(13-HPODE) ont des effets paradoxaux, pro- ou
anti-inflammatoires [32-34]. Le 4-HNE et
I'acroléine ne sont pas ou peu impliqués dans la
réponse inflammatoire, mais sont prolifératifs
ou proapoptotiques, en fonction de leur
concentration in situ[27, 35]. Les lysophospho-
lipides et les sphingolipides (céramide, sphin-
gosine, sphingosine 1-phosphate) sont formés
dans les LDL oxydées ou les cellules, et partici-
pent aux réponses cellulaires (prolifération ou
apoptose) [36-39].

En fait, il serait trés important d'évaluer la part
relative de chaque composant dans les proprié-
tés générales des LDL oxydées, car leur taux
respectif peut varier en fonction du mécanisme
d’oxydation, du temps, et de fagon interindivi-
duelle. Le role respectif de chacun des lipides
présents dans les LDL oxydées, reste a démon-
trer.

Mécanismes de toxicité
induits par les LDL oxydées

Captation des LDL oxydées

Les LDL sont le principal transporteur de cho-
lestérol du sang vers les tissus, via le récepteur
apoB/E [40]. L'oxydation des LDL est un pro-
cessus progressif qui conduit d’abord a la for-
mation de LDL oxydées a minima. Ces LDL sont
trés bioréactives, capables d'induire diverses
voies de signalisation et de réponses cellulaires,
et se comportent comme de véritables cyto-
toxines ou « Cheval de Troie » car elles peuvent
introduire dans la cellule des produits d’oxyda-
tion lipidique sans altération notable de leur
captation par le récepteur apoB/E [24].

A coté du récepteur apoB/E, les cellules macro-
phagiques et vasculaires expriment des récep-
teurs scavengers tels que LOX-1 ou CD36
[41-43]. Les récepteurs scavengers de type A
(SR-Al and SR-All) captent les LDL plus forte-
ment oxydées [43] et participent a la signalisa-
tion athérogene des LDL oxydées.

Réle des cavéoles et de la cavéoline

Les cavéoles sont des invaginations de la mem-
brane plasmique, riches en cholestérol et en
sphingolipides associés aux cavéolines, protéi-
nes caractéristiques des cavéoles. Les cavéoles
jouent un réle important dans la modulation de
la signalisation athérogéne, du fait de la locali-
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sation intracavéolaire de nombreuses molécu-
les de signalisation. Les cavéoles et la cavéoline
sont présents dans les macrophages et les
SMC, et pourraient jouer un role pro- ou anti-
athérogene, en fonction du type cellulaire [44].
Leur implication dans la signalisation induite
par les LDL oxydées est encore mal connue,
mais semble probable du fait de la présence
dans les cavéoles des récepteurs scavengers
(SR-B1, CD36). De plus, l'expression de
caveoline-1 dans les cellules endothéliales,
pourrait potentialiser leur sensibilité a I'apop-
tose induite par les LDL oxydées.

Stress oxydant

Les especes réactives de I'oxygéne (ROS), sont
générées par un trés grand nombre d'agents et
induisent diverses réponses cellulaires telles
que la prolifération, la survie ou I'apoptose, via
des voies de signalisation telles que les MAPK
(ERK1/2, SAPK, JNK), NF-kB, Akt, les caspases,
ou le calcium [45]. Les LDL oxydées induisent la
génération de ROS dans divers types cellulaires
[46-48], peut-étre via le récepteur LOX-1 [49].
Les sources impliquées dans la génération de
ROS ne sont pas élucidées mais pourraient
impliquer les peroxisomes, la NAD(P)H oxy-
dase, les mitochondries ou les lipoxygénases
[48-50]. Les LDL oxydées induisent également
une diminution d’expression des enzymes anti-
oxydantes telles que la Cu/Zn superoxide dis-
mutase et la glutathion peroxydase [51-53], ce
qui contribue a maintenir un niveau de ROS
intracellulaire élevé. Les ROS participent large-
ment a la signalisation induite par les LDL oxy-
dées, en particulier dans la prolifération (acti-
vation de récepteurs a tyrosine kinase et de
facteurs de transcription tels que NF-kB)
[15-17, 54]. Le role des ROS dans la toxicité des
LDL est basé sur I'observation que les antioxy-
dants ou la surexpression d’enzymes anti-
oxydantes protégent de la mort induite par les
LDL [52-56]. Cependant, le role précis des ROS
et de leurs cibles reste a élucider.

Voie sphingomyeline/ceramide

Les voies de signalisation associées aux cycles
des sphingolipides sont complexes et encore
mal connues, car la nature des enzymes impli-
quées (sphingomyelinases) n’est pas élucidée,
de méme que le(s) mécanisme(s) d'activation
de cette voie [57]. L'activation de la sphingo-
myelinase neutre (smpd3) par les LDL oxydées,
suivie de |'activation de sphingosine kinase, est
impliquée dans I'effet mitogene des LDL, et
implique en amont I'activation des métallopro-
téases MMP2 et MT1-MMP [58, 59]. De plus,
les souris fro, qui présentent une mutation sur
I'activité enzymatique de smpd3 [60], de
méme que les souris KO pour smpd3 [61],
n’ont pas de déficit en apoptose, mais présen-
tent un retard de croissance. A l'opposé,

I'implication de sphingomyelinase acide dans
I'apoptose induite par les LDL oxydées a été
rapportée par plusieurs groupes [62, 63],
cependant le céramide ne semble pas impliqué
dans I'apoptose induite par les LDL oxydées
dans les cellules endothéliales [64].

Apoptose induite
par les LDL oxydées

L'effet toxique des LDL oxydées sur les cellules
vasculaires se traduit par de I'apoptose ou de la
nécrose en fonction des types cellulaires et de
la concentration en produits d‘oxydation
lipidique toxiques. De plus, la toxicité est
modulée par I'activation de voies de survie et
I'expression de protéines pro- ou anti-
apoptotiques [65].

La nécrose et |'apoptose ont des caractéristi-
ques morphologiques précises. La nécrose est
caractérisée par un gonflement cellulaire, une
altération des organelles, une rupture de la
membrane plasmique et le relargage des com-
posants cellulaires dans le milieu. L'apoptose se
caractérise par une fragmentation du noyau et
de’ADN, une relocalisation des organelles et la
formation de corps apoptotiques sans modifi-
cation de perméabilité membranaire. L'apop-
tose implique des voies de signalisation telles
que les caspases, les lysosomes ou la dérégula-
tion du calcium [19, 65] figure 1.

Modification des protéines par
les produits d’oxydation lipidique

Les produits d’oxydation lipidique (MDA, acro-
lein, 4-HNE) peuvent réagir avec les thiols (glu-
tathion ou autre groupements thiol), et les
groupements aminés libres [27, 35]. La forma-
tion d’aldéhyde-adduits sur les protéines
entraine des dysfonctions enzymatiques, méta-
boliques, et de signalisation, d'oll une dysfonc-
tion cellulaire pouvant induire de I'apoptose
[66]. Les LDL oxydées altérent Iactivité du sys-
téme ubiquitine/proteasome, ce qui entraine
une accumulation de protéines modifiées et
potentialise I'effet toxique des LDL, et induit
une inhibition de NF-xB [67, 68].

Lysosomes

Les LDL oxydées peuvent étre dégradées dans
le compartiment endolysosomal, et les lipides
oxydés (oxystérols, peroxydes lipidiques...)
sont relargués dans la cellule ou ils interagissent
avec des cibles spécifiques. L'hydrolyse lysoso-
miale des LDL oxydées est plus lente que celle
des LDL normales, et les lipides oxydés peuvent
s'accumuler dans les lysosomes et inhiber leur
fonction, puis induire leur rupture et la reloca-
lisation des enzymes lysosomales dans le cyto-
sol et la mort cellulaire par autophagie (endo-
pepsis) [69-72].
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Figure 1. Effets pro-apoptotiques des LDL oxydées. ROS, espéces réactives de I'oxygene ; LOX, lipides oxydés.

Activation des caspases

Les caspases jouent un rdle majeur dans I'apop-
tose (initiateur et effecteur), et sont impliquées
dans les voies extrinseques et intrinséques en
fonction de I'origine du stimulus [73]. La voie
intrinséque mitochondriale résulte de I'ouver-
ture du pore de transition mitochondrial (PTP),
ce qui induit un relargage de protéines pro-
apoptotiques dans le cytosol, telles que le cyto-
chrome C qui se combine avec APAF-1 (apop-
tosis activating factor) et pro-caspase-9, pour
former I'apoptosome qui active caspase-9 puis
caspase-3 [73-75]. Les membres de la famille
Bcl-2 (Bax, Bad, t-Bid) sont impliqués dans
I'ouverture du PTP, alors que la cyclosporine A
bloque ce mécanisme [76].

La voie extrinseque résulte de la fixation de
ligands proapoptotiques sur des récepteurs
spécifiques (Fas/FasL), ce qui entraine un recru-
tement de facteurs cytosoliques tels que FADD,
qui form le DISC (death-inducing signaling com-
plex). DISC active caspase-8 qui clive et active
caspase-3, soit directement, soit via des cross-
talks avec la voie intrinséque mitochondriale,
apres clivage de Bid par caspase 8 [77].

Les LDL oxydées et les oxystérols induisent
I'activation des voies intrinséques et extrinse-
ques [4, 77, 78]. D’une part, les LDL oxydées
stimulent I'expression du systeme Fas/FasL et
du TNF récepteur dans les T lymphocytes [4,

22,77,78]. D'autre part, les LDL oxydées et les
oxystérols activent la voie mitochondriale avec
un relargage de cytochrome C (inhibé par la
cyclosporine A), et I'activation de caspase 3 [4,
79]. Les inhibiteurs de caspase (Z-VAD. fmk,
Z-DVED. fmk) réduisent partiellement I'apop-
tose induite par les LDL oxydées [79-81].
L'apoptose induite par les LDL oxydées est
inhibée par I'expression de Bcl2, mais les cellu-
les meurent alors par nécrose [18].

Calcium

L'altération de I'homéostasie calcique est sou-
vent observée dans la mort cellulaire et peut
résulter d’un épuisement des réserves calciques
intracellulaires d’ou influx de calcium extracel-
lulaire, ainsi que d'un dysfonctionnement de la
fonction mitochondriale induisant une inhibi-
tion des systemes de transport du calcium a la
membrane plasmique, au niveau du réticulum
endoplasmique ou de la mitochondrie [19].

Calcium, ER stress et LDL oxydées

Les perturbations métaboliques (diabéte, stress
oxydant, dysfonction du transport calcique)
induisent des changements de conformation
des protéines dans le réticulum endoplasmique
(ER) [82]. L'accumulation de protéines mal
conformées induit I'ER stress, ce qui permet
une élimination de ces protéines. L'ER stress

induit I'UPR (unfolded protein response), carac-
térisée par I'induction de protéines chaperon-
nes et de facteurs proapoptotiques tels que
CHOP/GADD153 [82-84].

L'activation de I'ER stress par les LDL oxydées
n’est pas connue. Une hypothese est que I'ER
stress pourrait jouer un role dans la dérégula-
tion du calcium induit par les LDL oxydées et
impliquée dans la mort cellulaire.

Calcium, mitochondries et LDL oxydées

Le calcium estimpliqué a divers niveaux dans la
signalisation mitochondriale de I'apoptose. La
dérégulation du calcium stimule la phospha-
tase calcium/calmoduline-dépendente ou cal-
cineurin qui déphosphoryle Bad (membre
proapoptotique de la famille de Bcl2), ce qui
induit I'ouverture du PTP [85]. Les enzymes
calcium-dépendantes (endonucléases, phos-
pholipases, protéases, transglutaminases, cal-
paines), sont activées en conséquence du pic
calcique et induisent des dommages intracellu-
laires irréversibles, d’ou apoptose ou nécrose
[19]. Les calpaines peuvent cliver Bid qui induit
également I'ouverture du PTP [86, 87]. Les
mitochondries sont également impliquées
dans le relargage de I'AlF (apoptosis inducing
factor), qui transloque dans le noyau et induit
un clivage de I’ADN en gros fragments [81].

OCL VOL. 13 N° 1 JANVIER-FEVRIER 2006 41



Les LDL oxydées et les produits d’oxydation
lipidique (oxystérols, aldéhydes) induisent une
dérégulation du calcium cytosolique qui joue
un role majeur dans la toxicité [86-89]. La
dérégulation calcique semble due a un influx
de calcium extracellulaire du fait de |'effet pro-
tecteur de I'EGTA (qui chélate le calcium extra-
cellulaire), et des bloqueurs de canaux calci-
ques, qui bloquent le calcium et la toxicité [86].
Le mécanisme précis impliqué dans le pic de
calcium n’est pas connu, mais pourrait faire
intervenir divers paramétres tels que le stress
oxydant, les cavéoles/rafts, I'ER stress ou une
dérégulation des pompes Ca(2+)/ATPases
dépendantes. Le calcium est impliqué dans
I'apoptose induite par les LDL oxydées via au
moins deux mécanismes impliquant la voie
intrinseque mitochondriale : 1) I'activation des
calpaines induit la dégradation de I'agent proa-
poptotique Bid, ce qui induit I'ouverture du
PTP, le relargage de cytochrome C dans le
cytosol et I'activation de caspase 3 [81, 90];
2) le relargage d’AlF dans le cytosol et sa trans-
location dans le noyau. L'EGTA bloque toute la
signalisation apoptotique induite par les LDL
oxydées, alors que les inhibiteurs de caspases
ou de calpaines ne sont que partiellement effi-
caces [81].

Effet des LDL oxydées
sur I'expression de genes
impliqués dans I'apoptose

Les LDL oxydées induisent I'expression d'un
large panel de génes impliqués dans la régula-
tion de la prolifération ou I'apoptose [91]. Les
LDL oxydées induisent I'expression de Fas
(CD95/APO-T)/Fas ligand, qui est impliqué
dans |'apoptose des lymphocytes et des cellules
endothéliales [4]. L'activation de Fas induit le
recrutement et l'activation de FADD (fas-
associated death domain protein) et de FLICE
(FADD-homologous ICE-like protease), ce qui
induit une activation de la cascade de caspases
[90]. La downregulation de FLIP (pour FLICE
inhibitory protein) par les LDL-oxydées, aug-
mente I'activité apoptotique du systéme
Fas/FasL [91]. Les LDL oxydées modulent
I'expression de I'lL-1 et du TNF [91-93], qui
peuvent participer a I'apoptose. De plus, les
LDL oxydées stimulent la surexpression de pro-
téines proapoptotiques telles que Bax et p53
[94], et réduisent I'expression de Bcl-2 et de
Bcl-XL [95].

Les LDL oxydées et les lipides modulent I'acti-
vation ou I'inhibition de facteurs de transcrip-
tion tels que ATF-2, ELK-1, CREB, AP-1, STATT,
STAT3 or NFB [96-98]. Les LDL oxydées et les
lysoPC ont un effet biphasique sur I'activation
de NFkB qui dépend du temps de contact et de
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la concentration en LDL [66]. L'effet inhibiteur
des LDL oxydées pourrait résulter d’une inhibi-
tion de la dégradation de IxB, (I'inhibiteur cyto-
solique de NF«B) par le protéasome [93,99].
NFkB régule I'expression de divers génes impli-
qués dans la survie, tels que A20, cMyb, cFLIP,
Bfl-1/AT1, c-IAP2, xIAP, TRAF1, and Bcl-xL [66].
Dans les cellules vasculaires, les LDL oxydées
induisent I'inhibition de genes antiapoptoti-
ques, donc augmentent la sensibilité des cellu-
les a I'apoptose [99].

Conclusion

En conclusion, la balance entre survie et mort
cellulaire dans la plaque est régulée par des
voies de signalisation de survie ou pro-
apoptotiques, et les interactions entre cellules
et composants de la matrice extracellulaire. Les
LDL oxydées et les lipides induisent une signa-
lisation complexe conduisant a la survie ou a la
mort par nécrose ou par apoptose, en fonction
de leur concentration locale, et de leur contenu
(ou nature) en produits d’oxydation lipidique,
de méme que I'expression de genes pro- ou
antiapoptotiques, ou le type cellulaire. La
signalisation propaoptotique induite par les
LDL oxydées implique a la fois la voie extrinse-
que activée par les récepteurs et ligands de
mort cellulaires (via la surexpression de Fas/Fas
ligand et du TNF récepteur), ainsi que la voie
intrinséque mitochondriale et I'activation de
caspases. Le calcium joue un réle central dans
I'activation de la voie mitochondriale, et les
chélateurs de calcium (EGTA) ont un effet pro-
tecteur contre la toxicité des LDL oxydées.
L'effet apoptotique du calcium est médié par
d’une part par les calpaines qui clivent et acti-
vent Bid, et donc induisent I'ouverture du PTP,
le relargage de cytochrome C et Iactivation de
caspase-3, et d'autre part par AIF. Le calcium
estimpliqué dans I'apoptose et la nécrose, et la
surexpression de Bcl2 protege de |'apoptose
mais induit un shift vers la nécrose. Les études
futures devraient permettre de mieux définir la
part respective de chaque produit d’oxydation
dans la bioactivité totale des LDL oxydées, et
d'explorer les relations entre les différentes
voies de signalisation induites par les LDL oxy-
dées et impliquées dans I'apoptose, les inter-
connexions entre membrane, cytosquelette et
matrice extracellulaire amenant a la dérégula-
tion du calcium, en particulier le stress du réti-
culum endoplasmique (RE), les dysfonctions
des canaux calciques et les flux calciques
RE-mitochondrie dans la signalisation apopto-
tique induite par les LDL oxydées [100]
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