Reprod. Nutr. Dev. 39 (1999) 481-495 481
© Inra/Elsevier, Paris

Article de synthese

Le rat RICO (génétiquement hypercholestérolémique) :
un bon modele pour tester un composé alimentaire
ou une drogue spécifique d’une enzyme-clé
du métabolisme du cholestérol ?

Claude Lutton

Laboratoire de physiologie de la nutrition, unité associée, université Paris-Sud-XI/Inra,
batiment 447, université Paris-Sud, 91405 Orsay cedex, France

(Recu le 7 décembre 1998 ; accepté le 16 mai 1999)

Abstract — The genetically hypercholesterolemic RICO rat: a good model for testing a food sub-
stance or a drug specific for a key enzyme involved in cholesterol metabolism? The genetically
hypercholesterolemic RICO rat, whose cholesterolemia is situated between 1.3 and 1.5 mg-mL-!,
possibly reaching 2 mg-mL-!, after the addition of cholesterol to its food, possesses a different
lipoprotein spectrum than man, because approximatively 70 % of the plasma cholesterol is carried by
HDL (28 % of which are carried by the light HDL1 subfraction, rich in apolipoproteinE (apoE).
The effects of certain substances in food (carbohydrates, cholesterol, allyldisulfide, etc.) or drugs
(ethinylestradiol, streptozotocin, statins, inhibitors of ACAT, etc.) on the cholesterolemia of the rat
were studied, in relation to certain important parameters of cholesterol metabolism (LDLr, VLDL liver
secretion, activities of lipolytic enzymes: LPL, HL, etc.). The increase in a number of LDL receptors
(LDLr) in the RICO rat, induced by ethinylestradiol, streptozotocin, etc., provokes an important
decrease in the apoE-rich HDL concentration, filtered out by its receptors. This decrease is observed
in man for LDL. Simvastatin, which stimulates LDLr in man and not in rat, lowers the level of LDL
in man and has no effect on the cholesterolemia of the RICO rat. In rat and man, the concentration of
plasma cholesterol is inversely proportional to the rate of cholesterol synthesis in the organism and
to its plasma turnover rate. The concentration of cholesterol in the plasma carried by the HDL1 of the
rat, is however, proportional to hepatic cholesterogenesis. This fraction is positively correlated to the
activity of hepatic lipase (HL) and negatively to the activity of lipoprotein lipase (LPL), released by
heparin. These data demonstrate the importance of the liver and lipolytic enzymes in the intraplasmatic
hydrolysis of HDL3 (precursors of HDL1), murine particles that can be considered similar to human
LDL. © Inra/Elsevier, Paris.
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Résumé — Le rat génétiquement hypercholestérolémique RICO, dont la cholestérolémie est com-
prise entre 1,3 et 1,5 mg-mL-1, mais qui peut atteindre 2 mg-mL-" aprés addition de cholestérol a 1’ali-
mentation, possede un spectre lipoprotéinique différent de celui de I’homme puisque 70 % du cho-
lestérol du plasma est transporté par les HDL dont une bonne part (28 %) par des HDL1 1égeres, riches
en apoE. Les effets de plusieurs composés de I’alimentation (carbohydrates, cholestérol, allyldisul-
fide, etc.) ou de diverses drogues (éthinylestradiol, streptozotocine, statines, inhibiteurs de I’ ACAT,
etc.) ont été étudiés sur la cholestérolémie de cet animal, en relation avec certains paramétres impor-
tants du métabolisme du cholestérol (LDLr, sécrétion des VLDL par le foie, activités des enzymes lipo-
lytiques : LPL, HL, etc.). L’augmentation du nombre de récepteurs aux LDL (LDLr) chez le rat
RICO induite par 1’éthinylestradiol, la streptozotocine, etc., entraine une baisse importante de la
concentration des HDL1, riches en apoE, épurées par ces récepteurs ; cette baisse serait observée au
niveau des LDL, chez I'homme. La sinvastatine, stimulatrice des LDLr chez I'homme et non chez le
rat, abaisse la LDLémie humaine et n’a pas d’effet sur la cholestérolémie du rat RICO. Chez le rat et
I"homme, la concentration plasmatique du cholestérol est inversement proportionnelle au débit de syn-
theése du cholestérol par I’organisme et a son taux de renouvellement plasmatique, mais la concentration
du cholestérol du plasma porté par les HDL1 du rat est proportionnelle a la cholestérogenése hépa-
tique. De mé&me, cette fraction est positivement corrélée a I’activité de la lipase hépatique (HL) et néga-
tivement a celle de la lipoprotéine lipase (LPL), relarguables par I’héparine. Ces données montrent
I’importance du foie et des enzymes lipolytiques dans ’hydrolyse intraplasmatique des HDL3, pré-
curseurs des HDLI, particules murines qui peuvent donc étre rapprochées des LDL de I’humain.
© Inra/Elsevier, Paris.
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1. INTRODUCTION

Le rat RICO a été sélectionné originel-
lement dans I’unité d’élevage de Ciba-Geigy
(Bile, Suisse) a partir d’un mutant albinos de
Rattus norvegicus. Apres la quinzieme géné-
ration, ces animaux €taient hypercholesté-
rolémiques a 100 % [37]. C’est pourquoi,
ces rats ont été appelés RICO (rats with
increased cholesterol). Cette hypercholes-
térolémie, qui est établie pour les deux sexes
un jour aprés le sevrage, augmente pro-
gressivement entre la quatricme et la
dixieme semaines. La cholestérolémie totale
varie entre 1,3 et 1,5 mg-mL et peut s’éle-
ver a plus de 2 mg-mL-! aprés addition de
cholestérol dans I’alimentation.

Les principales particularités du méta-
bolisme du cholestérol du rat RICO par rap-
port au rat hétérozygote normocholestéro-
lémique ont été décrites dans deux revues
[27, 38]. 1l s’agit principalement :

— d’une cholestérogenese plus grande
(25 mg par jour contre 16 mg chez le nor-
mocholestérolémique) due a une élévation
de la synthese de cholestérol dans ’intes-
tin gréle et le foie ; :

— d’un doublement de la sécrétion de cho-
lestérol vers la lymphe (580 pg-h~! contre

330 pg-h ), cholestérol transporté princi-
palement par les chylomicrons et les VLDL ;

— d’une élévation de toutes les classes de
lipoprotéines dans le plasma mais principa-

Abréviations : CM, chylomicrons ; VLDL, lipoprotéines de tres basse densité ; LDL, lipoprotéines
de basse densité ; HDL, lipoprotéines de haute densité ; apoE, apolipoprotéine E ; HMGCoAR,
hydroxy-méthyl-glutarylCoA réductase ; ACAT, acylCoA-cholestérol-acyl transférase; CETP, cho-
lesteryl ester transfer protein ; LPL, lipoprotéine lipase ; HL, lipase hépatique ; LDLr, récepteur
aux LDL= apoB100/E récepteur; FCR, fractional catabolic rate, taux de renouvellement.
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lement des fractions comprises entre les den-
sités 1,020 et 1,13. Une élévation plus forte
des chylomicrons est également observée
lorsque du cholestérol est ajouté a 1’ali-
mentation.

De plus, si I’activité de la lipase hépa-
tique a été trouvée semblable chez le rat
RICO et le normocholestérolémique, 1’ acti-
vité de la lipoprotéine lipase est plus basse
(=35 %) chez le RICO. Cette derni¢re obser-
vation est probablement 4 relier au fait que
I’épuration plasmatique (en termes de cho-
lestérol) des chylomicrons et des « LDL »
(1,020 < d < 1,050) du rat RICO est ralentie
par rapport au rat contrdle, hétérozygote,
normocholestérolémique. Le taux d’épura-
tion (ou FCR : fractional catabolic rate)
atteint 770 + 60 au lieu de 1 070 + 70 %-h!
et 5,5 £ 0,6 au lieu de 7,9 + 0,5 %-h~! pour
les chylomicrons et les LDL, respective-
ment. Il n’en est pas de méme pour le taux
d’épuration des VLDL ou des HDL
(1,09 < d < 1,21) qui reste inchangé chez le
RICO (430 = 60 %-h' et 8,9 £ 0,3 %-h™',
respectivement) comparé a celui du rat nor-
mocholestérolémique (510 = 40 %-h! et
8,8 + 0,5 %-h-!, respectivement) [39].

Cette plus basse épuration plasmatique
des chylomicrons et des LDL n’est pas liée
a une quantité plus faible de LDL.r, chez le
rat RICO [13, 36]. Elle résulte de la lipo-
protéine elle-méme et de |’interaction par-
ticule-LDLrécepteur [39]. D’ailleurs, le
poids moléculaire du LDLr du rat RICO
peut apparaitre sensiblement plus petit (de
4 kDa) que celui de I’hétérozygote ou du
rat Wistar, sans que 1’on sache encore quelle
est la modification fine de la structure du
LDL-récepteur, chez le rat RICO [36].

Comparé 2 celui de ’hétérozygote nor-
mocholestérolémique (SW), le foie du RICO
a une capacité plus réduite d’épurer les LDL
du plasma (en termes de microlitres de
plasma épurés de ses LDL : —40 % quand
on I’exprime par unité de poids et -66 %
quand elle est exprimée pour ’organe
entier). Ceci suggere une réduction de la
capacité de liaison des lipoprotéines 1égeres

aux LDLr chez le rat RICO, animal qui
pourrait donc étre un modele intéressant de
I’hypercholestérolémie humaine modérée.
Les résultats expérimentaux suivants vont
nous en donner quelques exemples.

2. ANIMAUX ET METHODES
2.1. Produits

Ceux ajoutés a I’alimentation (cholestérol,
allyl disulfide) ou injectés a I’animal (streptozo-
tocine) sont de la plus haute pureté possible
(Sigma). Les drogues ont été fournies gracieu-
sement par les firmes : sinvastatine (Merck Sharp
et Dhome, Paris, France), crilvastatine (Pan
Medica, Carros, France), F 2833 (Fabre SA,
Castres, France), B-cyclodextrine (Roquette, Les-
trem, France), thé Tuocha (Distrifrance, Paris,
France).

2.2. Animaux et régimes

Les rats génétiquement hypercholestérolé-
miques (homozygotes) RICO et les normocho-
lestérolémiques (hétérozygotes, SW) sont éle-
vés dans notre propre animalerie. Celle-ci, & air
conditionné, possede une température constante
(23 =1 °C) et des périodes alternées de lumiére
et d’obscurité (8—20 h/20-8 h). Apres leur
sevrage, vers I’4dge de 3 semaines, les rats miles
recoivent eau et une alimentation commerciale ad
libitum pendant 4 semaines. Le régime semi-
synthétique témoin (ST) du laboratoire a pour
composition : saccharose 53 %, caséine 23 % ;
saindoux 9,2 %, mélange minéral 5 %, lait
écrémé 4 %, levure de biere 2,3 %, cellulose et
mélange vitaminé 2,5 %, huile de noix 0,8 % et
cystine 0,2 % [44]. Le régime semi-synthétique
« amidon » (SA) posséde la méme composition,
le saccharose étant remplacé par ’amidon. Le
dernier jour de I’expérience, les animaux sont
sacrifiés a 10:00 = 1 h, par ponction aortique,
aprés anesthésie au nembutal. Le sang, collecté
sur EDTA (4 %) et monoiodoacetamide (4 %),
est centrifugé a 2 200 g pendant 20 min a 4 °C
pour séparer le plasma et les globules rouges.

2.3. Séparation des lipoprotéines
plasmatiques

Elle est effectuée sur 1 ou 2 mL de plasma,
par ultracentrifugation en gradient de densité a
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105 000 g pendant 24 h [43]. Vingt fractions de
0,5 mL sont collectées et analysées quant a leur
contenu en lipides (cholestérol libre et estérifié,
triglycérides, phospholipides) ou en protéines
[44].

2.4, Mesure du coefficient d’absorption
intestinale du cholestérol
par le principe d’occupation

Le principe et les détails de cette méthode ont
été donnés [21]. Une quantité traceuse de
[+14C]cholestérol (37 kBQ) est mélangé a 3 g de
régime tandis qu’une seconde dose traceuse de
[12-3H]cholestérol (148 kBq) est ajoutée & du
Tween 80 et dispersée dans du sérum physiolo-
gique. Immédiatement aprés que 1’animal ait
ingéré l1a dose orale de [*C]cholestérol, il regoit
1a dose de [*H]cholestérol, dans la veine du pénis,
sous 1égere anesthésie 4 I’éther. Des échantillons
de sang sont collectés 48 et 72 h apres, afin de
déterminer la radioactivité spécifique du cho-
lestérol plasmatique et le rapport “C/*H du cho-
lestérol du plasma. Le coefficient d’absorption
intestinale du cholestérol (AC) est donné par :
AC = (% de la dose orale par ml de plasma/%
de la dose intraveineuse par mL de plasma)
x 100. Mesuré dans le sang ou le plasma, ce rap-
port reste constant 48 h aprés I’administration
des isotopes [26].

2.5. Mesure in vivo
de la cholestérogenése hépatique

Une analyse critique de I’utilisation de 1’acé-
tate 1*C pour la mesure in vivo de la synthese du
cholestérol du rat a été publiée [28]. Soixante-
dix minutes aprés I’injection sous-cutanée de
3,7 & 7,4 Mbq del-[!*Clacétate (1,66-2,22
Gbg-mmole!) dissout dans 0,2 mL de sérum
physiologique, les rats sont tués par ponction
aortique sous anesthésie au pentobarbital, le foie
recueilli, ses stérols extraits et leur radioactivité
mesurée par des techniques décrites {21, 28].

2.6. Mesure de ’activité HL et LPL

Les rats, nourris ad libitum, recoivent 20 uni-
tés d’héparine/100 g de poids (Choay, Paris,
France) par voie intraveineuse (veine jugulaire).
Deux minutes plus tard, 0,5 mL de sang sont
aspirés par la méme veine. Les échantillons de
plasma sont stockés immédiatement a —20 °C.

Les activités lipase hépatique (HL) et lipopro-
téine lipase (LPL) sont mesurées 1-2 j apres :
5 mL de plasma sont incubés a 30 °C pendant
10 min, avec 0,2 mL d’une émulsion de
1,33 mM-[“Cltrioleylgtycerol (106 dpm-mmole™')
et 0,1 mM-lysophosphatidylcholine, diluée dans
un tampon 0,2 M-Tris/HCL, pH 9, contenant
0,4 % BSA et 0,5 M-NaCl. L’activité LPL est
obtenue de la méme maniére, sans NaCl ajouté et
avec un sérum de rat préalablement inactivé a
56 °C, 30 min. Pour plus de détails, voir Sultan
et al. [47].

2.7. Analyses statistiques

Les données sont exprimées en moyenne
+ SEM. Les différences entre les groupes sont
recherchées par le test ¢ de Student ou ANOVA
(Statyiew 512, Abacus Concepts Inc., Calabas,
Ca, Etats-Unis).

3. RESULTATS ET DISCUSSION

La figure I illustre la répartition du cho-
lestérol dans les lipoprotéines plasmatiques
du rat RICO génétiquement hypercholesté-
rolémique et de son témoin normocholes-
térolique (dit SW), ingérant notre régime
semi-synthétique riche en amidon (SA). On
observe que I’élévation de la concentration
plasmatique du cholestérol chez le rat RICO
concerne toutes les fractions de lipopro-
téines mais principalement les fractions
5 a 13 de densité comprises entre 1,019 et
1,063, c’est & dire les LDL et les HDL légeres
riches en apoE (HDL1, 1,040 < d < 1,063).

3.1. Effets de quelques facteurs
alimentaires

3.1.1. Nature des glucides

L’effet d’une alimentation (ST) a base
de saccharose (au lieu d’amidon) sur les
lipoprotéines du rat RICO est également
illustré dans la figure 1. La hausse de la cho-
lestérolémie totale (1,66 + 0,02 mg-mL-1,
n =43, contre 1,33 + 0,04, n = 8, chez le
témoin ingérant le régime & base d’amidon,
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Figure 1. Distribution du
cholestérol (mg-mL-! de
plasma) dans les lipopro-
téines séparées par gradient
de densité chez le rat male
génétiquement hypercho-
lestérolémique RICO, et le
normocholestérolémique
SW ingérant un régime
semi-synthétique riche en
amidon (SA), ou, en poin-
tillé, chez le rat RICO ingé-
rant le régime semi-synthé-
tique témoin (ST), riche en

cholestérol (g / ml de plasma)

Rico SA
SW SA
Rico ST

saccharose. (1, RICO (ST) :
moyenne (n = 43) ; O,

fractions

RICO (SA) : moyenne + 1.020 1.040 1.063 Densité (mg/ml)
SEM (n=8); ®, SW (SA): J
moyenne = SEM (n = 4). VLDL + LDL  HDL1 HOL2

p < 0,01) porte sur toutes les fractions de
lipoprotéines mais est toujours particulie-
rement visible au niveau des HDL légeres et
lourdes [39]. Ainsi, un régime riche en sac-
charose (en remplacement de I’amidon)
induit une augmentation de la cholestérolé-
mie chez le rat RICO comme chez d’autres
especes animales dont ’homme [3, 31, 50].
Nous venons de montrer que le coefficient
d’absorption du cholestérol alimentaire est
beaucoup plus bas (38 + 2 %) avec I’ali-
mentation riche en amidon qu’avec celle
riche en saccharose (70 = 4 %) [34]. Une
telle baisse de I’absorption du cholestérol
alimentaire et de la cholestérolémie a été
également observée chez ’homme ingérant
un régime riche en glucides complexes par
rapport a ceux ingérant un régime riche en
glucides a digestion rapide [1, 2, 35]. Cet
effet hypocholestérolémiant des glucides
résistant a la digestion des enzymes intesti-
nales a également été observée maintes fois
dans diverses especes animales [24, 31, 40].

3.1.2. Addition de cholestérol

L’addition de cholestérol a 1’alimenta-
tion induit, en fonction des espéces animales,

une hypercholestérolémie plasmatique plus
ou moins élevée et qui touche différemment
les fractions de lipoprotéines légéres ou
lourdes.

Chez le rat Wistar, SW ou RICO, la
concentration plasmatique des chylomicrons
et VLDL est toujours décuplée sous I’effet
d’une alimentation riche en cholestérol
(0,5 %), tandis que les fractions LDL (1,019
< d < 1,040) et HDL (1,040 < d < 1,21)
sont généralement sensiblement abaissées
(figure 2). Pour les LDL et HDL, ces varia-
tions refletent essentiellement une modifi-
cation du nombre de particules. Pour les
VLDL, en revanche, I’augmentation du cho-
lestérol transporté est autant la conséquence
de I’enrichissement en cholestérol de ces
particules que d’un accroissement du
nombre de particules elles-mémes [5]. Chez
le rat (Wistar et RICO), notons que le
nombre de LDLr hépatiques n’est pas
abaissé apres addition de cholestérol a 1’ali-
mentation (observations non publiées du
laboratoire) ou méme a été trouvé augmenté
chez le jeune rat de certaines souches [41].

Chez I’homme, dans ces mémes condi-
tions d’apport de cholestérol alimentaire, ce
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sont les LDL (1,019 < d < 1,063), produits
de I’hydrolyse intraplasmatique des VLDL
qui sont essentiellement responsables de
I’augmentation de Ia cholestérolémie totale
[10, 15, 25].

3.1.3. Autres composés

La figure 3 illustre 1’évolution des diffé-
rentes fractions de lipoprotéines du plasma
chez le rat RICO ingérant pendant 45 j le
régime semi-synthétique témoin (sans cho-
lestérol) additionné ou non de thé Tuocha
(figure 3a) ou pendant 90 j un régime témoin
enrichi (0,5 %) en cholestérol et contenant
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Figure 2. Distribution du
cholestérol (ug-mL-! de
plasma) dans les lipopro-
téines séparées par gradient
de densité, chez le rat méle
Wistar (a), SW (b) ou RICO
(¢) ingérant un régime semi-
synthétique témoin (ST)
enrichi ou non en cholestérol
(CH) (0,5 %). a) [J, Wistar :
moyenne + SEM, n=8;§ ,
Wistar CH : moyenne +
SEM, n =8, * p < 0,05 par
rapport a2 Wistar. b) [, SW :
moyenne + SEM, n=6;
SW CH : moyenne + SEM,
n=638,*p<0,05 par rap-
port a SW. ¢) [J, RICO :
moyenne + SEM, n=6; H,
RICO CH : moyenne +
SEM, n=68, * p < 0,05 par
rapport a RICO. CM (chy-
lomicrons) + VLDL
( lipoprotéines de tres basse
densité) : 0,95 < d < 1,020.
LDL = lipoprotéines de
basse densité : 1,020 <d <
1,050. HDL1 = lipoprotéines
de basse densité : 1,050 <d
< 1,069. HDL?2 = lipopro-
téines de haute densité :
1,069 <d < 1,21.

ou non un extrait équivalant de thé Tuocha
(figure 3b). Bien que la cholestérolémie
totale de ces animaux soit peu modifiée par
I’addition de thé a I’alimentation, on observe
une baisse sensible des fractions de tres
basse densité (0,95 < d < 1,05). Lorsque
I’alimentation est enrichie en cholestérol,
on note les mémes observations que celles
faites plus haut. L’extrait aqueux de thé Tuo-
cha produit, comme précédemment, une
baisse sensible des lipoprotéines légeres,
riches en triglycérides. La figure 3b montre
également ’influence d’une ingestion
d’allyldisulfide (CH, = CH-CH,S-SCH,-
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Figure 3. a) Distribution du cholestérol (ug-mL-! de plasma) dans les lipoprotéines séparées par
gradient de densité, chez le rat RICO ingérant pendant 435 j une alimentation semi-synthétique témoin
sans cholestérol et recevant ou non un extrait sec de thé tuocha (équivalent a 3,75 %).
0, RICO contréle : moyenne + SEM, n = 6 ; VZ4, +Thé tuocha : moyenne + SEM, n=6 8, * p < 0,05
par rapport a RICO contrdle. b) Distribution du cholestérol (ug-mL-! de plasma) dans les lipoprotéines
séparées par gradient de densité, chez le rat RICO ingérant pendant 90 j une alimentation semi-syn-
thétique enrichie en cholestérol (0,5 %) et recevant ou non du thé (3,75 %) ou de I'allyldisulfide
(0,15 %). 0J, RICO : moyenne + SEM, n=6 W, +Thé : moyenne = SEM, n =6 8§, * p < 0,05 par
rapport 2 RICO ; £, +allyldisulfide : moyenne + SEM, n =6, * p < 0,05 par rapport 2 RICO. CM
(chylomicrons) + VLDL (lipoprotéines de trés basse densité) : 0,95 < d < 1,020. LDL = lipopro-
téines de basse densité :1,020 < d < 1,050. HDL = lipoprotéines de basse densité :1,050 < d < 1,069.
HDL2 = lipoprotéines de haute densité : 1,069 <d < 1,21.

CH-CH,) (extrait d’ail ajouté a raison de
0,15 % dans I’alimentation semi synthétique
de base contenant 0,5 % de cholestérol et
ingéré pendant 8 semaines) sur la réparti-
tion du cholestérol dans les diverses lipo-
protéines. Cette concentration d’allyldisul-
fide ne diminue pas significativement la
concentration totale de cholestérol chez les
rats RICO, mais elle modifie la distribution
du cholestérol dans les différentes lipopro-
téines. Les HDL (1,063 < d < 1,21) trans-
portent 32,5 % du cholestérol plasmatique au
lieu de 20 %. L’augmentation absolue et
relative du cholestérol dans les HDL
« lourdes » est associée a une diminution
importante du cholestérol des lipoprotéines
riches en triglycérides. Ces observations
sont certainement & rapprocher du fait que

I"allyldisulfide ou d’autres composés sou-
frés de ’ail inhibent la biosynthese hépa-
tique du cholestérol [16-18, 42] et la sécré-
tion des VLDL par le foie [16, 52]. Chez
I’homme, 0,25 mg d’extrait d’huile lipidique
d’ail par kg de poids par jour diminue signi-
ficativement la cholestérolémie et la trigly-
céridémie tandis que le cholestérol des HDL
s’éleve également [4].

3.2. Effets de diverses drogues
sur le métabolisme du cholestérol

3.2.1. Ethinylestradiol

On sait que I’administration d’éthinyles-
tradiol a des rats induit une trés importante
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augmentation des LDLr et une baisse trés
spectaculaire de la cholestérolémie [6, 49].
La figure 4 illustre cet effet chez le rat RICO
et I’on note que c’est la fraction HDL1 (riche
en apoE) qui est la plus effondrée.

3.2.2, Statines

Il était a priori étonnant mais il a été
démontré amplement que les statines pos-
seédent trés peu d’efficacité pour abaisser la
cholestérolémie chez le rat [11, 22, 29, 48].
Le rat RICO n’échappe pas a cette régle.
Nous avons étudié I’effet de la sinvastatine
ala dose de 0,1 % dans I’alimentation pen-
dant un mois sans observer d’effets signi-
ficatifs sur la cholestérolémie (figure 5).

Notons qu’il en a été de méme avec la
crilvastatine, une nouvelle molécule de la
famille des statines, qui n’a jamais été com-
mercialisée et qui s’est avérée sans efficacité
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Figure 4. Distribution du cholestérol (ug-mL! de
plasma) dans les lipoprotéines séparées par gra-
dient de densité chez le rat génétiquement hyper-
cholestérolémique RICO témoin ou recevant
5 mg-kg! d’éthinylestradiol pendant 5 j (RICO
EE). (J, RICO témoin ; l, RICO EE.

sur la cholestérolémie du rat RICO ala dose
journaliére de 200 mg-kg~! alors qu’elle
inhibe puissamment la synthese du choles-
térol et "THMGCoA réductase hépatique [12,
21]. Le manque d’effet de la sinvastatine
ou de la crilvastatine sur la cholestérolémie
est certainement la conséquence du fait que,
contrairement a I’homme, on n’observe pas
d’augmentation du nombre des LDLr sous
I’effet de ces deux statines chez le rat (obser-
vations non publiées de I’auteur). En consé-
quence, il n’y a pas stimulation de 1’épura-
tion plasmatique des LDL et des HDL1 (ou
HDL. riches en apoE), lipoprotéines tres effi-
cacement épurées par ce récepteur [45].

3.2.3. F2833

A contrario de I’exemple précédent, un
autre composé que nous avons étudié (le
F2833), qui n’a également pas été commer-
cialisé, s’est avéré étre un puissant stimulateur
des LDLr chez le rat RICO, sans qu’il modi-
fie significativement 1’ absorption intestinale
du cholestérol ou la synthese hépatique du
cholestérol. A la dose de 150 mg kg-j~!, ce
composé stimulait trés efficacement 1’épu-
ration des « LDL » plasmatiques (lipopro-
téines de densité comprise entre 1 020 et
1 050) du rat RICO et apparaissait donc
comme un hypocholestérolémiant tres
efficace de cette fraction, chez cet animal

(figure 6).

3.2.4. Influence de la streptozotocine
et d’un inhibiteur de PACAT

Un dernier exemple intéressant concerne
I’effet d’un inhibiteur de I’acylCoA-cho-
lestérol acyl transférase (ACAT) sur les lipo-
protéines du rat RICO rendu diabétique par
une injection unique de streptozotocine
(50 mg-kg!) (figure 7). Des 6 j (résultats
non montrés) ou 28 j (figure 7a) aprés
I’administration de la streptozotocine, les
lipoprotéines du rat RICO sont profondé-
ment modifiées : il y a une augmentation
importante des HDL « lourdes » ( HDL2 de
densité 1,063 a 1,21) et une diminution des
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HDL « légeres », riches en apoE (HDL1,
de densité 1,040 a 1,063), alors méme que la
cholestérolémie totale est assez peu modi-
fiée. Ces modifications vont de pair avec
une augmentation spectaculaire du coeffi-
cient d’absorption du cholestérol alimen-
taire qui passe de 28 a 47 % chez le diabé-
tique (figure 7b) [34]. 1 était donc intéressant
de tester un inhibiteur de I’ ACAT qui inhibe
I’absorption intestinale du cholestérol afin
d’examiner si, chez le rat RICO diabétique,
le spectre lipoprotéinique allait tre amé-
lioré. La figure 7a, b montre qu’il en est
bien ainsi. On observe, chez les rats RICO
diabétiques recevant 'inhibiteur de I’ ACAT,
un retour a la normale du ccefficient

d’absorption intestinal du cholestérol et un
quasi-retour a la normale du spectre des lipo-
protéines du plasma. Nous avons observé, de
plus, que cette modification du spectre des
lipoprotéines chez le rat RICO diabétique
(abaissement des HDL « légeres » et aug-
mentation des HDL « lourdes ») est paralléle
a une augmentation des LDL récepteurs et &
une baisse des HB, (protéines de liaison aux
HDL, mises en évidence et clonées par Mat-
sumoto et al. {32]). Ces observations confir-
ment le role important des LDLr dans }’épu-
ration des HDL riches en apoE et suggérent,
de plus, un réle possible de ces dernieres
protéines de liaisons aux HDL (HB,) dans
I’épuration des HDL lourdes [33].
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Le rat (RICO ou non) et I’homme pos-
sédant un spectre lipoprotéinique différent,
il est 1égitime de se demander si les varia-
tions d’une population de lipoprotéines plas-
matiques chez le rat RICO peuvent corres-
pondre 2 celles d’une population de lipo-
protéines plasmatiques, chez I’homme. De
plus, ces variations peuvent-elles étre cor-
rélées aux modulations d’un (ou de plu-
sieurs) processus importants du métabo-
lisme du cholestérol ?

Chez le rat, des 1976, il a été mis en évi-
dence [8] une relation inverse entre la
concentration du cholestérol total du plasma
et la sécrétion interne de cholestérol (cho-

C. Lutton

--@--- szl
Figure 7. a) Distribution du
cholestérol (ug-mL-! de
plasma) dans les lipoprotéines
. séparées par gradient de den-
fractions

sité, chez le rat RICO normal,
rendu diabétique par une
injection unique (50 mg-kg!)
de streptozotocine et diabé-
tique et recevant 20 mg-kg1-j~!
pendant 28 j un inhibiteur de
I’ACAT (I). O, RICO :
moyenne + SEM, n=7; @,
STZ : moyenne + SEM, n=35,
* p < 0,05 par rapport a
RICO ; @, STZ + I : moyenne
+ SEM, n =7. b) Coefficient
d’absorption du cholestérol
alimentaire, mesuré par le
principe d’occupation, chez
les rats RICO, STZ, et STZ +
I sacrifiés apres 28 j d’expé-
rience (* p < 0,05 par rapport
a RICO).

Densité {mg/ml)

lestérogenese de I’ensemble des tissus de
I’organisme qui se déverse dans le plasma),
pour un débit donné de cholestérol absorbé
(figure 8a). Par ailleurs, la cholestérolémie
du rat est corrélée a son temps de renouvel-
lement dans le plasma: en d’autres termes,
elle augmente d’autant plus que son taux de
renouvellement (FCR) s’abaisse ou que
son temps de renouvellement s’ accroit
(figure 8b). De méme, une relation inverse
a été observée entre le débit de la cholesté-
rogenese et I’absorption intestinale de cho-
lestérol (figure 8c) [7].

Chez I’homme, une méme relation entre
cholestérolémie totale et temps de renou-
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de la synthése [19]. f) Taux de catabolisme (FCR, en pool™!) en fonction de la concentration du LDL

cholestérol, chez I’homme) [20].

vellement a été mise en évidence par
Chevallier et al. [9] (figure 8d) et, plus
récemment, par Gylling et al. [20] ; Gylling
et Miettinen [19], une corrélation entre

" I’absorption et la synthese de cholestérol
(figure 8e) ou entre le FCR des LDL et la
concentration plasmatique du LDLcholes-
térol (figure 8f). Ainsi, les variations de la
cholestérolémie refletent essentiellement
celles de la « LDLémie », chez I’homme,
et celles de la « HDLémie », chez le rat.

Plus récemment, partant de 1’ analyse des
valeurs individuelles de trois groupes de rats
ingérant ou non un régime enrichi en cho-

lestérol ou en cystine (n = 12), une corréla-
tion significative a été obtenue entre le cho-
lestérol plasmatique porté par la fraction
HDL1 (1,040 < d < 1,063) et la syntheése
hépatique du cholestérol [43]. L’analyse des
lipoprotéines du plasma et I’estimation de
la synthese de cholestérol apres incorpora-
tion d’acétate C dans les stérols hépatiques
a donc été faite chez huit groupes de rats
(Wistar, SW ou RICO) ingérant soit un
régime semi-synthétique a base de saccha-
rose, ou ce régime supplémenté en cystine
ou en cholestérol, composés qui modifient
beaucoup la synthese hépatique du choles-
térol. La figure 9 montre qu’une corrélation



492 C. Lutton

600 ~

500~
E
¥ 400
g
@ 300
3
3
S
- 004 ¥ = 0,002x + 81405 ¢ = 0,913
]
)
=

100

al
0

0 100‘000 2001000 300b00
Radioactivité des stérols hépatiques
(dpm/100 uCi Acétate 14C)

Figure 9. Concentration du cholestérol des HDL1
plasmatiques en fonction de la radioactivité des
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r=0.913 ; *p < 0,002 (d’aprés Serougne et al.
[43] ; Cardona-Sanclemente et al. [5] ; Hajri et al.
[21]).
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Figure 10. Concentration en cholestérol des
HDL.1 du plasma en fonction de I’activité lipo-
protéine lipase (LPL) relarguable par 1’héparine
dans le plasma chez des rats SW et RICO ingé-
rant ou non 0,5 % de cholestérol dans leur ali-
mentation semi-synthétique témoin : y =1, 466x
+ 875,969 ; r = 0,955, *p < 0,05 (d’apres Car-
dona-Sanclemente et al. [5] ; Sultan et al. [47]).

significative est également obtenue a partir
des valeurs moyennes de ces huit lots de
rats de souches différentes (n = 48 ;
y =0,002 x + 81 405 ; r =0,913). Ceci
montre I’importance de la synthése de cho-
lestérol par le foie du rat dans I’origine et
la sécrétion des HDL1. Nous avons d’ail-
leurs récemment observé que, 4 j aprés une
irradiation y modérée (4 Gy), il y a hyper-
synthese de cholestérol dans le foie du rat et
augmentation spectaculaire de la fraction
HDL1, cette derniére retournant a la nor-
male 12 j apres Iirradiation, de méme que la
cholestérogenese hépatique [14].

Chez des rats RICO ou SW ingérant ou
non du cholestérol (0,5 %) dans leur ali-
mentation semi-synthétique témoin, la
mesure des activités LPL et HL relarguables
par I’héparine a été effectuée parallélement
a I’analyse des lipoprotéines du plasma [47].
Une relation inverse significative est obser-
vée entre la concentration de cholestérol
porté par les HDL1 (y = —1,466x + 875,97,
r = 0,955, n = 24, p < 0.045) et ’activité
LPL (figure 10). De mé€me, nous observons
souvent une proportionnalité entre la
concentration de cholestérol des HDL et
I’activité LPL ou une relation inverse entre
le cholestérol porté par les HDL et 1’acti-
vité de la lipase hépatique (HL) (résultats
non montrés). Ces résultats soulignent, une
fois encore, I’importance du rdle des
enzymes lipolytiques dans la formation de
ces lipoprotéines : une corrélation entre
HDLI1 et activité HL avait déja été obser-
vée chez le rat [30]. Dans cette espéce, les
HDL3, produites & partir des matériaux obte-
nus au cours de 1’hydrolyse des lipopro-
téines riches en triglycérides sont transfor-
mées en HDL2 par I’action de la LCAT,
puis en HDL1, du fait de I’absence (ou de
I’inhibition) de la CETP [51]. Les HDL1
du rat, produits finaux de I’hydrolyse intra-
plasmatique peuvent ainsi tre rapprochées
des LDL humaines, produits de I’hydrolyse
intraplasmatique des VLDL. On a observé
plus haut que la fraction HDL1 est trés
abaissée chez le rat RICO rendu diabétique
par une injection de streptozotocine (figure 7).
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Dans ces conditions, on sait aussi que I’ acti-
vité de la LPL s’avere significativement
augmentée [46].

L’ensemble de ces travaux montrent,
enfin, qu’un composé hypocholestérolé-
miant chez une espéce animale (le rat, par
exemple) peut étre inefficace chez ’homme
(et vice-versa). L’exemple de la sinvasta-
tine qui stimule fortement les LDLr humains,
et non les murins est tout a fait instructif, &
cet égard. Il apparait cependant clair que
tout composé qui stimule les LDLr du rat
RICO et de I’homme induit une baisse des
HDL (a apoE) chez le rat et une baisse des
LDL chez I’homme. On voit donc, a nou-
veau, I'importance qu’il y a de stimuler le
catabolisme des LDL chez ’homme (et des
HDL chez le rat) pour abaisser la cholesté-
rolémie. Généralement, la cholestérogenése
hépatique augmente sensiblement, en retour,
mais la cholestérolémie, reflétée principa-
lement par la LDLémie chez ’homme, est
abaissée. On note également qu’une inhibi-
tion spécifique de la syntheése hépatique du
cholestérol par une drogue n’est donc pas
une fin en soi : ’action hypocholestérolé-
miante de la sinvastatine n’est pas due a son
inhibition de THMGCoAR mais est surtout
la conséquence de son effet de stimulation
importante des LDLr, chez I’homme. De
plus, cette drogue abaisse I’absorption intes-
tinale du cholestérol [23]. Chez le rat, ol
elle est inefficace pour stimuler le nombre de
LDLz, son effet hypocholestérolémiant est
insignifiant ou nul.

En conclusion, le rat génétiquement
hypercholestérolémique RICO — dont la cho-
lestérolémie approche celle de I’humain —
apparait comme un modele intéressant pour
tester 1’action d’un composé de I’alimenta-
tion ou une drogue susceptible d’agir sur
une étape-clé du métabolisme du cholesté-
rol. Bien que son spectre de lipoprotéines
plasmatiques soit celui d’un murin (HDL
dominantes), une large part du cholestérol
plasmatique est portée par des HDL1 (HDL
a apoE), épurées par les LDLr, lipoprotéines
que ’on peut comparer aux LDL, princi-

pale classe de transporteurs du cholestérol
dans le plasma de I’homme. Ainsi, les sta-
tines qui ne modifient pas le nombre de
LDLr chez le rat (RICO ou non) contraire-
ment a ce qui est observé chez I’humain,
sont sans effet sur la cholestérolémie (et les
HDL1) du rat RICO alors que I’estradiol,
la streptozotocine ou d’autres drogues
(F2833...) qui stimulent fortement la quan-
tité de ces récepteurs possédent un effet
« hypoHDL1 » et hypocholestérolémiant
puissant.
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