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es PCSK9 (Proprotein Convertase
Subtilisin/kexin type 9) est un exemple
de recherche translationnelle accélérée,
avec moins de 10 années écoulées
entre sa découverte en 2003 (1)
et les premiers essais thérapeutiques
avec les anticorps monoclonaux anti-PCSK9 en 2012 (2).

Il Une découverte génétique

PCSK9 estle 9*™ membre de la famille des proconvertases
(PCs) qui sont des sérines protéases impliquées dans la
maturation des peptides. PCSK9, initialement dénommé
NARC-1 (Neural Apoptosis-Regulated Convertase-1),
a été clonée en 2003 par le groupe de Nabil Seidah a
partir d’'une banque d’ADNc issue de neurones en
culture primaire en apoptose (3). Dans le méme temps,
I’équipe de Catherine Boileau identifiait PCSK9 comme
étant le 3°™ gene impliqué dans I’hypercholestérolémie
familiale autosomique dominante (FH) (1). En effet,
des mutations « gains de fonction » de PCSK9 ont été
retrouvées chez 2 familles francaises avec une FH. Il
faut néanmoins préciser qu’en France les mutations de
PCSK9 sont rares et ne sont responsables que de 0,7%
des cas de FH, contre 73,9% pour le récepteur au LDL
(LDLR) et 6,6% pour I'apolipoprotéine B (ApoB) (4).

Le tournant dans le développement de PCSK9 comme
cible potentielle dans le traitement de I’hypercholesté-
rolémie a été la démonstration en 2006 que des variants
génétiques « perte de fonction de PCSK9 » étaient as-
sociés a une baisse de 15 a 28% du LDL-cholestérol
(LDL-C) et a une diminution de la survenue des événe-
ments cardiovasculaires a 15 ans de 47 a 88% selon les
ethnies (5). Cette étude pivot démontrait clairement
que I’inhibition de PCSKO9 était a |a fois bénéfique sur le
plan cardiovasculaire et apparemment sans danger. En
effet, les patients porteurs de ces mutations n’ont pas
de pathologie particuliére. Il faut néanmoins souligner
que ces variants sont trés majoritairement présents a
I’état hétérozygote, avec uniquement 3 cas de patients
déficients complets rapportés dans la littérature.
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I Un mode d’action
principalement hépatique

La fonction de PCSK9 a été rapidement élucidée apres
son clonage (6). PCSK9 est principalement exprimée
au niveau du foie, mais aussi de I'intestin, du rein, des
cellules musculaires lisses et du cerveau. PCSK9 subit
un autoclivage dans le réticulum endoplasmique,
progresse dans le golgi et est finalement sécrétée dans
le sang. Contrairement aux prodomaines des autres
proconvertases qui peuvent étre a nouveau clivés a
distance du site de synthese de |'enzyme, libérant ainsi
leur activité enzymatique, les études de cristallographie
démontrent que le prodomaine de PCSK9 demeure lié
a la protéine, une fois celle-ci sécrétée dans le plasma
(Figure 1). Ainsi, mis a part elle-méme, il n’est pas connu
d’autre substrat a PCSKO. La principale activité biologique
reconnue de PCSK9 est de dégrader le LDLR de maniere
post-transcriptionnelle.

En I'absence de PCSK9, la lipoprotéine LDL, riche en
cholestérol, se lie au LDLR via ’ApoB et I'ensemble est
endocytosé dans I’hépatocyte. Alors que la particule de
LDL est orientée vers les lysosomes ol ses composants
sont métabolisés ou recyclés, le LDLR est redirigé vers la
surface de I'hépatocyte pour lier et épurer une nouvelle
particule de LDL. Le LDLR peut étre ainsi recyclé cent
cinquante fois. PCSK9 circulante interrompt ce cycle en
se liant au domaine extracellulaire du LDLR, agissant
ainsi comme une protéine chaperone. En effet, il est
important de préciser ici que I'activité catalytique de
PCSK9 n’est pas nécessaire a son action inhibitrice vis a
vis du LDLR. L'ensemble PCSK9-LDLR est endocytosé,
mais au lieu de repartir vers la membrane, le LDLR et
PCSK9 sont détruits dans les lysosomes (Figure 1).
En résumé, plus les concentrations plasmatiques de
PCSK9 sont élevées, moins la quantité de LDLR présent
a la surface de I’hépatocyte est importante et plus la
cholestérolémie augmente.

La surexpression de PCSK9 chez la souris entraine une
augmentation des concentrations plasmatiques de cho-
lestérol, liée a une diminution de I’expression hépatique
du LDLR (7). A Pinverse, les souris knockout (KO) pour
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MECANISME D’ACTION DE PCSK9
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Figure 1

PCSK9 est transcrit et traduit sous forme d’un précurseur inactif : pro-PCSK9. Au cours de son trafficking dans le réticulum
endoplasmique, pro-PCSK9 subit un autoclivage en libérant le prodomaine, qui reste néanmoins attaché a la protéine. PCSK9 mature
est sécrétée par I’hépatocyte et se lie au récepteur au LDL au niveau de son domaine extracellulaire EGF-A. La liaison de PCSK9
avec le LDLR interrompt son recyclage a la membrane en le dirigeant vers la voie de dégradation lysosomale, contribuant ainsi &
I’hypercholestérolémie. Figure adaptée de Costet P, Krempf M, Cariou B (6).

PCSK9 ont une hypocholestérolémie en rapport avec une
augmentation des quantités de LDLR dans le foie (8).
L'administration intra-veineuse de PCSK9 recombinante
réalisée chez la souris a permis de démontrer que PCSK9
circulante est capable de dégrader le LDLR dans plusieurs
tissus de I'organisme (9).

PCSK9 a une demie vie courte (5 min) et agit tres rapide-
ment et préférentiellement sur le LDLR hépatique. PCSK9
agit ainsi comme une véritable hormone et module I'ex-
pression du LDLR dans d'autres organes dont l'intestin, le
tissu adipeux, Illot de Langerhans, les poumons, les reins.
Le LDLR des surrénales échappe a I'emprise de PCSK9, sans
que les déterminants moléculaires de cette spécificité soient
connus. La création d’'un modele de souris PCSK9 KO spé-
cifiquement dans le foie a permis de démontrer que la sécré-
tion de PCSK9 est exclusivement d’origine hépatique (10).

Dans ce contexte, |'expression de PCSK9 est finement
régulée par les concentrations intracellulaires en stérols
via le facteur de transcription SREBP-2, de concert
avec celle du LDLR. Un abaissement de la teneur
en stérols, notamment en réponse aux statines qui
inhibent la synthese du cholestérol, se traduit par une
augmentation conjointe de Iexpression de PCSK9 et
du LDLR. Il a été démontré que les statines augmentent
les concentrations plasmatiques de PCSK9 de facon
dose-dépendante. PCSK9 apparait ainsi comme un
frein a I'action des statines et sa neutralisation devrait
potentialiser leur effet hypocholestérolémiant. Cela a pu
étre démontré a la fois chez les souris PCSK9 KO et chez
des patients porteurs de mutations « perte de fonction »
de PCSK9, mais aussi dans les essais cliniques avec les
anticorps anti-PCSK9 (cfinfra).
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” Les strat%gies d’inhibition
de PCSK

A I'heure actuelle, il existe deux grandes classes
d'inhibiteurs de PCSK9 en cours d'évaluation clinique :
les anticorps monocolonaux et les oligonucléotides,
tous administrables en injections sous-cutanées.

Les anticorps monoclonaux ciblent la protéine circulante
afin d'empécher son interaction avec le LDLR et sont
a I'heure actuelle testés dans des essais cliniques de
phase 3. Les oligonucléotides (du type anti-sens ou
SiRNA) entrainent une dégradation de I'"ARNm de
PCSK9 ou de sa traduction et donc la diminution de
la synthese protéique. Ces molécules sont actuellement
évaluées dans des essais de phase 1. Il est prématuré de
prédire |'efficacité relative de ces 2 stratégies, méme si
les premiéres données de tolérance sont en faveur des
anticorps monoclonaux.

Un des avantages théoriques des SiRNA ou des anti-
sens serait linhibition additionnelle de [Iaction
intracellulaire de PCSK9, dont I'importance relative
demeure mal connue. Des stratégies alternatives sont
également en cours d’évaluation pré-clinique, utilisant
par exemple :

e de petits peptides bloquant I'interaction extra-cellulaire
entre PCSK9 et le LDR ;

e des molécules bloquant la maturation et donc la
sécrétion de PCSK9, par exemple en inhibant son
activité catalytique au niveau intra-cellulaire ;

® une approche de vaccination contre PCSK9 avec le
développement d’Ac anti-PCSK9 endogenes.

Deux oligonucléotides anti-sens dirigés contre PCSK9
(développés par ISIS©/BMS© et Santaris©) ont vu
leurs développements prématurément stoppés en
phase 1 pour des raisons de toxicité, avec notamment
des cas d’insuffisance rénale aigiie. A I’heure actuelle,
seuls subsistent en développement des SiRNA anti-
PCSK9 (Alnylam®). Un essai de phase 1 a eu lieu
chez ’lhomme avec les SIRNA anti-PCSK9 avec une
diminution de 68% des concentrations de PCSK9 et de
41% du LDL-C apreés une injection a la dose maximale
chez le volontaire sain (11).

Les_anticogps monpclonaux
anti-PCSK9 : des résultats
prometteurs

En 2012 et 2013, les résultats des essais de phase 2
obtenus avec 2 anticorps monoclonaux anti-PCSK9
JANVIER/FEVRIER 2015

(REGN727/SAR236553-Alirocumab:Sanofi-Regeneron©
et AMG 145-Evolocumab : Amgen©) ont été publiés (12,
13). Les principaux résultats en terme d’efficacité sont
résumés dans la Table 1. Il s’agit majoritairement
d’études de courte durée, de 8 4 12 semaines, avec
comme critére primaire la baisse du LDL-C par rapport
a un placebo ou plus rarement un comparateur actif
(ezetimibe).

L'alirocumab et I’evolocumab sont des anticorps
monoclonaux humains a 100% et la fréquence des
injections varie de 2 a 4 semaines. Une titration
75 mg ou 150
mg/2 semaines. A I'inverse, I’evolocumab peut étre

est possible pour I'alirocumab

administré soit toutes les 2 semaines (140 mg) ou
toutes les 4 semaines (420 mg). De facon rassurante,
les résultats obtenus sont comparables avec les 2
molécules. Des études sont également en cours avec
le bococizumab (PF-04950615-RN316 ; Pfizer©) qui
est un anticorps monoclonal humanisé (i.e. 98%
d’homologie avec ’lhomme), mais les résultats n’ont
pas été publiés a ce jour.

La premiére population cible est celle des patients ayant
une hypercholestérolémie familiale (FH) hétérozygote
et n’atteignant pas la valeur cible de LDL-C de 1.0 g/,
voire 0.7 g/L pour ceux a plus haut risque cardiovas-
culaire (13, 14). Chez ces patients déja traités par des
doses maximales tolérées de statine (+ ezetimibe),
les anticorps anti-PCSK9 entrainent une diminution
impressionnante du LDL-C de 60%. Une majorité de
patients atteignent "objectif de LDL-C < 0.7 g/I. Leffet
sur le HDL-C est neutre (une légére augmentation de 5
a 10%, parfois significative, a été décrite dans certaines
études), alors qu’une baisse généralement non signifi-
cative des triglycérides d’environ 15% est observée. En
revanche, fait surprenant et encore inexpliqué, il a été
observé une diminution significative de la Lp(a), une
lipoprotéine fortement athérogene, d’environ 20-30%.
Cette baisse de la Lp(a) pourrait conférer une protec-
tion cardiovasculaire supplémentaire.

Une étude a été conduite avec I’evolocumab dans le
cadre de la FH homozygote, qui est une maladie rare
(1 cas/1 million) caractérisée par une athérosclérose
extrémement précoce. L’evolocumab diminue le LDL-C
d’environ 30% a 3 mois, mais il n’est pas efficace chez
les patients ayant des mutations abolissant totalement
Pactivité du LDLR, ce qui démontre que l’action
hypocholestérolémiante de PCSK9 est dépendante de
la régulation du LDLR chez ’lhomme (16).

Des résultats similaires avec I’alirocumab et I’evolocumab
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ont été observés chez des patients ayant une
hypercholestérolémie polygénique, a haut et faible risque
cardiovasculaire, seuls ou en association aux statines
(12, 13). Enfin, Pefficacité a été également démontrée
chez des patients intolérants aux statines (12, 13).

La tolérance a été tres bonne sur ces études de courte durée
(i.e. 12 semaines), avec I'absence d’effets indésirables
graves. Un seul cas de vascularite leucocytoclasique a été
observé dans une étude. Il n’y a pas eu de probleme de
réaction au niveau du site d’injection. Nous disposons
maintenant de données de « safety » a 1 an qui confirment
le tres bon profil de tolérance de cette nouvelle classe
thérapeutique, y compris chez les patients qui atteignent
des taux extrémement bas de LDL-C (< 0.25 voire 0.15 g/L)
(12,13).

Les essais de phase 3 sont actuellement en cours, de
méme que les essais de morbi-mortalité cardiovasculaire
sur un grand nombre de patients : étude FOURIER
avec I’evolucumab sur 27500 sujets, étude ODYSSEY
Outcomes avec I’alirocumab sur 18000 patients, études
SPIRE-1 & SPIRE-2 avec le bococizumab. Les résultats
sont attendus pour 2018.

Il Les questions en suspens

Si les premiers résultats des essais cliniques sont

extrémement encourageants, plusieurs questions

demeurent en suspens :

® quelles sont les conséquences a long terme de taux tres
abaissés de LDL-C ?

e quel sera |'effet des inhibiteurs de PCSK9 dans le cadre
des dyslipidémies mixtes associées au diabéte de type
2 et a Iinsulinorésistance (LDL-C "normal" mais LDL
petites et denses, HDL-C bas, triglycérides élevés) ?

e quelles sont les conséquences de I'inhibition de PCSK9
sur ’lhoméostasie du glucose et le risque de diabete ?

e quelle est I’efficacité a long terme de ces anticorps
monoclonaux (développement d’anticorps spécifiques ?
méme s' il s’agit d’anticorps humanisés).

Les données issues de la génétique chez ’lhomme sont
rassurantes avec la forte protection cardiovasculaire
observée chez les patients porteurs des mutations
« perte de fonction » de PCSK9. LUampleur de la ré-
duction du risque cardiovasculaire observée chez ces
patients dépasse celle obtenue dans les essais cliniques
avec les statines (5). Lhypothese principale est liée au
fait que ces patients sont porteurs de concentrations
abaissées de LDL-C depuis I’enfance. Néanmoins, on
ne peut pas exclure un role pléiotrope de PCSK9 sur

d’autres facteurs de risque cardiovasculaire. PCSK9 est
notamment fortement exprimé au niveau de I'intestin ol

son role est encore mal défini.

Notre groupe a démontré que PCSK9 est impliqué dans le
contrdle de I’hyperlipidémie post-prandiale chez la souris
(17), ainsi que dans le controle de Iexcrétion transintes-
tinale du cholestérol (18). Par ailleurs, il est possible que
PCSKO puisse intervenir dans le contréle de la pression ar-
térielle de part son expression au niveau rénal et compte
tenu du fait que les patients porteurs de mutations « perte
de fonction » de PCSK9 ont moins d’hypertension arté-
rielle (5). Finalement, des études récentes ont également
démontré que PCSK9 était exprimé au niveau des plaques
d’athérome et notamment des cellules musculaires lisses
(19). Une étude réalisée dans un modele d’athérosclérose
chez la souris humanisé APOE*3Leiden.CETP a montré
qu’un traitement par I'alirocumab permettait la régres-
sion des lésions athéromateuses aortiques. Cet effet athé-
roprotecteur de I'alirocumab était fortement corrélé a la
baisse du LDL-C (20).

Il Conclusion

Linhibition de PCSK9 ouvre un nouveau champ dans le
domaine de la prise en charge des hypercholestérolémies,
en ciblant de fagon spécifique et complémentaire des
statines le LDL-C. Les résultats des études de phase 2
et des premieres études de phase 3 avec les anticorps
monoclonaux anti-PCSK9 sont trés encourageants en

terme d’efficacité hypocholestérolémiante et de « safety ».

Les études de morbi-mortalité cardiovasculaire sont
actuellement en cours et devront confirmer la baisse
attendue des événements cardiovasculaires liée a la baisse
observée du LDL-C (de 60% en moyenne). Ce d’autant plus
que les résultats récents de I'étude IMPROVE-IT sont venus
renforcer ’hypothese du « very lower is better » !

Apres les échecs récents autour des stratégies visant a
augmenter le HDL-C, il semble plus que jamais que le
LDL-C soit la cible lipidique prioritaire. Et avec les anticorps
anti-PCSK9, il semble que nous ayons les nouvelles armes

pour I'atteindre.
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CARACTERISTIQUES DE LA POPULATION
A PINCLUSION

EFFICACITE (/BASELINE)

Populati Antécédent BRAS DE
opulation A ntécédents TRAITEMENT
(ans)/ AVC Traitement  LDL-C
Hommes CHD o\ pigbete hypolipémiant  (mgy/dl) LDL-C ApoB HLD-C TG Lp(a)
%) (%) " o)
HeFH 53,4/60% 42 nd 4 Statines: 100% 147 RGN727/SAR236553
(77 %: Durée ttt :
fortes doses) 12 semaines
Ezetimibe : 71% PCB (n=15) -10,6% -6,4% +2,2% -10,5% -3,9%
150 mg/4 sem (n=15) -28,7% -209% +7,8% -16,7% -10,1 %
200 mg/4 sem (n=16) -31,5% -209% +6,5% -13,1% -7,4%
300 mg/4 sem (n=15) -42,5% -284% +10,0% -49% -15,3%
150 mg/4 sem (n=16) -679% -50,2% +123% -16,2% -23,4%
HeFH 50/53% 21 nd 4 Statines 156 AMG145
fortes doses : Durée ttt : 12 semaines
90% PCB/4 sem (n=56) +11% +29% +23% +94% +4.1%
Ezetimibe : 350 mg/4 sem (n=55) -427% -319% +10,1% -56% -19,1%
64% 420 mg/4 sem (n=56) -552% -433% +9,1% -10,4% -27,4%
Hyperchol 56,7/47,5% 5,5 4,3 12 Atorva 10,20 ou 123-132 RGN727/SAR236553
polygénique 40 mg/j Durée ttt : 12 semaines
Faible risque PCB (n=31) 51% +22% -1,0%  +9,7% 0,0 %
v 50 mg/2 sem (n=30) -39,6% -273% +6,7% -6,6% -13,3%
100 mg/2 sem (n=31) -642% -481% +41% -55% -26,1%
150 mg/2 sem (n=31) -72,4% -561% +55% -18,9% -28,6 %
200 mg/4 sem (n=30) -432% -28,7% +63% -10,8% -16,7 %
300 mg/4 sem (30) -477% -331% +8,5% -8,4% -7,9 %
Hyperchol  57/40% 3 6 15 Atorva10mg 122 RGN727/SAR236553
polygénique Durée ttt : 8 semaines
Acorva 80 mg/j + PCB (n=31)  .17,39% -12,0% -3,6% -11,9% 2,7 %
Aonal0mgf+150mg2sem(m=31) 66,2 % -54,4% +2,6% -4,0% 34,7 %
(Atogﬂd)%mgﬂ +150mg/2sem .73 2% -580% +58% -24,7% -31,0%
=
Hyperchol  62,0/49% 30 10 16 Statines:99% 125 AMG145
polygénique (29%: Durée ttt : 12 semaines
Haut risque fortes doses) *Résultats ajustés sur PCB
Ezetimibe : 0% 70 mg/2 sem (n=79) -41,8% -34,7% +6,9% -18,1% nd
105 mg/2 sem (n=79) -60,2% -50,1% +6,6% -24,9% nd
140 mg/2 sem (n=78) -66,1% -56,4% +8,1% -33,7% nd
280 mg/2 sem (n=79) -41,8% -344% +1,6% -13,4% nd
350 mg/4 sem (n=79) -50,0% -40,8% +5,5% -13,7% nd
420 mg/4 sem (n=80) -50,3% -42,0% +4,5% -19,4 % nd
Hyperchol 50,6 /34% 0 0 0,2 Pas destatines 144  AMG145
polygénique Durée ttt : 12 semaines
Faible risque *Résultats ajustés sur PCB
cv 70 mg/2 sem (n=45) -373% -323% +42% -11,3% 11,1 %
105 mg/2 sem (n=46) -40,2% -359% +73% -7,4% 17,7 %
140 mg/2 sem (n=45) 472% -442% +10,2% -12,0% -29,3%
280 mg/4 sem (n=45) -43,6% -332% +33% -1,7% -21,6 %
380 mg/4 sem (n=45) -477% -379% +40% -53% -27,7%
420 mg/4 sem (n=45) -52,5% -425% +58% -33% -29,2%
Intolérants  61,8/363% 17 7 nd Pas de statines 193  AMG145
aux Durée ttt : 12 semaines
statines *Résultats ajustés sur PCB
280 mg/4 sem (n=32) -40,8% -33,6% +59% -18,0% -243%
380 mg/4 sem (n=31) -42,6% -343% +55% -19,3% -23,6 %
420 mg/4 sem (n=32) -50,7% -421% +7,4% -142% -17,4 %
420 mg/4 sem + ez 10 mgfj (n=30) -63,0 % -49,1% +12,0% -9,5% -22,8%
PCB +eze 10 mg/j (n=32) -14,8% -122% -1,1% -55% -7,5%
Table 1
JANVIER/FEVRIER 2015
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