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RESUME

Les lipoprotéines, complexes composés de protéines et de lipides, sont les principaux
constituants permettant de transporter les lipides dans I’organisme et de les délivrer
aux cellules. Elles peuvent étre classées selon leur densité ou leur composition en
apolipoprotéines. Ces derniéres sont d’ailleurs les éléments permettant aux
lipoprotéines d’étre reconnues par la cellule puis d’étre exploitées. Essentiellement,
deux voies permettent aux lipides de passer de la lipoprotéine a la cellule. A chaque
voie correspond des récepteurs particuliers, ainsi, la captation globale des
lipoprotéines de faible densité (LDL), réalisée par le biais des récepteurs de LDL
(rLDL), se décrit comme I’assimilation et la dégradation de la lipoprotéine dans sa
totalité par la voie endosomale/lysosomale. La captation sélective, quant a elle,
consiste en un transfert des lipides, en I’occurrence des esters de cholestérol (EC), de
la lipoprotéine a la cellule par I’intermédiaire de récepteurs tels que le récepteur
éboueur de classe B type I (SR-BI). Les produits de dégradation des esters de
cholestérol qui sont des acides gras peuvent réguler la transcription de certains genes
du métabolisme des lipides, telle la protéine L-FAPB « liver fatty acid binding
protein » dédiée au transport des acides gras. La capacité, de la L-FABP a lier le
cholestérol, a été évoquée, mais demeure encore sujet a controverses. De précédents
travaux menés par David Rhainds au sein de notre laboratoire ont révélé une forte
augmentation de I’expression de la L-FABP dans des cellules HepG2 surexprimant le
SR-BI. Le but de I’étude menée ici était de déterminer si la L-FABP travaille avec le
SR-BI pour la captation sélective des esters de cholestérol ou si ’augmentation de la
L-FABP remarquée est due aux acides gras produits par cette réaction. Pour cela, des
cellules HepG2 ont ét€ incubées avec des LDL afin de vérifier I’effet de la captation
sélective sur les récepteurs pouvant €tre impliqués et sur la L-FABP. Ensuite une
transfection stable de cellules HepG2 avec un vecteur contenant ’ADN de la L-
FABP a ét¢ réalisée dans le but d’observer la contribution de la L-FABP dans
différents processus. Ainsi, le niveau des récepteurs impliqués dans la captation
sélective des (EC) a ét€ vérifié chez ces clones. Des essais d’association et des
mesures de captation sélective ont été effectués. Enfin des essais d’hydrolyse en
absence et en présence d’un inhibiteur de ’hydrolyse des EC ont été réalisés pour
statuer de 1’éventuel impact de la L-FABP, en tant que transporteur de stérols, ou
d’acides gras générés par I’hydrolyse d’EC sur les voies d’hydrolyse des EC. Dans
cette méme optique, une stimulation de la L-FABP avec des agonistes des
« Peroxysome Proliferator Activated Receptor a » PPARa a €été tentée. Enfin, une
interférence a ’ARN de la L-FABP a été effectuée dans le but d’en vérifier I’impact
sur le métabolisme des EC des LDL et HDL. Les résultats ne montrent pas de
modulation des rLLDL, SR-BI et L-FABP par I’entrée d’EC des LDL dans les cellules.
Dans les cellules surexprimant la L-FABP, I’expression de SR-BI n’a pas été
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affectée. Les surexpressions ont aussi permis de remarquer que la L-FABP n’avait, ni
d’effet significatif sur la captation sélective des EC des LDL ou HDL, ni d’impact sur
la voie d’hydrolyse empruntée par ces derniers. L’interférence & I’ARN de la L-
FABP, réalisée dans le but de voir I’effet d’une absence de cette protéine, fournissant
la réponse a cette hypothése n’a pas ét€ assez efficace et demande encore une
optimisation afin d’élucider de fagon concluante le role le L-FABP dans le processus
de captation sélective des EC des LDL et HDL.

Mots clés : LDL, HDL, SR-BI, L-FABP, captation sélective.



1 INTRODUCTION

1.1  Les Lipides

Les lipides font partie des macromolécules essentielles a la vie. En effet, en plus de
leurs propriétés énergétiques, ils sont les précurseurs des acides biliaires, des
hormones stéroides et représentent les composés majeurs des membranes cellulaires.
Il est possible de retrouver les lipides sous plusieurs formes. Le cholestérol, les acides
gras, triglycérides (TG) et les phospholipides (PL) sont celles les plus communément

retrouvées.
1.2 Les Lipoprotéines

Les lipoprotéines sont décrites comme des particules globulaires de haut poids
moiéculaire. Elles présentent une membrane formée d’une monocouche de PL et de
cholestérol libre (CL), un centre apolaire composé essentiellement de lipides comme
les TG et esters de cholestérol (EC) et sont aussi associ€es & des protéines appartenant
a la grande famille des apoprotéines ou apolipoprotéines (apo). En plus d’avoir un
role structural contribuant a la cohésion et a la solubilité des lipoprotéines, les apo
seraient liées a la reconnaissance cellulaire des lipoprotéines et a la régulation de

certaines enzymes.

Les lipides sont surtout transportés par les lipoprotéines d’un tissu a I’autre, ainsi, le
transport de molécules hydrophobes (les lipides) en milieu hydrophile (le plasma
sanguin) est rendu possible. Les lipides contenus dans les lipoprotéines sont destinés
a la production d’énergie, au stockage de composés €nergétiques, a la production et

au maintien de la membrane cellulaire et a la fabrication de différentes substances



endogénes, telles que les hormones stéroidiennes et les acides biliaires. La

composition, la structure et la fonction des lipoprotéines sont modifiées au cours de

leur voyage dans le sang. Un processus de captation permettra aux lipoprotéines de

déverser leur contenu dans les cellules.

Il est possible de classer les lipoprotéines selon leurs propriétés physiques (taille et
densité) (Krauss ef al. 1982), mais aussi selon leur composition en lipides et protéines
et selon leur fonction (Campos ef al. 2001). Le tableau I présente les lipoprotéines

ordonnées selon leur densité.

Les principales classes de lipoprotéines sont: Les chylomicrons (CM), les
lipoprotéines de tres faible densité (VLDL), les lipoprotéines de faible densité (LDL),
les lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL), et les lipoprotéines de haute densité

(HDL) (Mahley et al. 1984).
1.2.1 Les Chylomicrons (CM)

Les chylomicrons sont responsables du transport des lipides alimentaires des intestins
aux tissus en passant par la lymphe. En effet, les TG et le cholestérol provenant de la
diéte, une fois absorbés, sont conglomérés sous forme de grosses lipoprotéines
appelées chylomicrons. Ce nom provient du chyle, lieu ou ces particules font
I"acquisition des apoC-l1 et E, qui sont essentielles a leur clairance. Leur diametre
varie entre 800 et S000 A, et leur densité est de 0,93 g/ml. lls sont composés de 86%
de TG, 3% d’EC, 2% de CL, 7% de PL et 2% de protéines. Une particule de CM
contient normalement de I’apoA-1, A-11, A-1V, B-48, C-1, C-11, C-1ll et E. L’apoB-48
est cependant nécessaire a |’assemblage originel du CM (Redgrave et al. 1999;
Pownall er al. 1999). Ainsi, par I’action de la « Microsomal Transfer Protein »

(MTP), la lipidation de I’apoB-48 peut avoir lieu. Quand les chylomicrons passent
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dans la circulation sanguine, la lipoprotéine lipase (LPL) associée aux capillaires
sanguins exerce son action sur les triacylglycérols (Redgrave, 2004). Les résidus de
chylomicrons résultant de ’activité de la LPL sont ultérieurement pris en charge dans
les cellules parenchymateuses du foie par le rLDL (Mahley e al. 1989) et la LRP
« LDL receptor related protein » grace a I’apoE (Kowal er al. 1989). Le catabolisme
se poursuit dans les cellules par une hydrolyse dans les lysosomes aprés I’endocytose
(Havel et Hamilton, 1988). Le CL formé résulte de la scission des EC des résidus de

chylomicrons et redevient disponible a tout usage par I’organisme.
1.2.2  Lipoprotéines de tres faible densité (VLDL)

Les VLDL sont fabriquées et sécrétées par le foie a partir de lipides endogénes. Elles
acheminent ces lipides du foie aux tissus périphériques. Leur diamétre varie entre 300
et 700 A et leur densité oscille entre 0,95 et 1,010 g/ml, elles sont composées de 55%
de TG, 12% d’EC, 7% de CL, 18% de PL et 8% de protéines. Les apoB-100, E, C-1,
C-Il et C-lII composent essenticllement la fraction protéique. L’apoB-100 est
essentielle a ’assemblage et au bon fonctionnement de la VLDL. Ainsi, une certaine
hétérogénéité de composition a été remarquée au sein d’une méme population de
VLDL. La composition elle-méme varie a partir de la production de la VLDL vers sa
conversion en IDL au fur et a mesure que les lipases viennent hydrolyser les TG dont
les acides gras seront utilisés par les cellules (Ginsberg et al. 1999 ; Pownall e al.
1999 ; Berneis ef al. 2002). Peu de VLDL peuvent étre prises en charge par le rLDL
ou la LRP (Mabhley, 1688). En vasie majorilé ces lipoprot€ines sont trailées par les
lipases comme la LPL ou la lipase hépatique (LH) de fagon a générer des IDL et LDL
(Mahley er al. 1984).

1.2.3  Lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL)

Les IDL résultent de I’hydrolyse des VLDL par les lipases. Les IDL ont une taille et
une densité intermédiaire 4 celles des VLDL et LDL, soit de 272 a 300 A et de 1,008
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a 1,019 g/ml. Elles sont composées de 23% de TG, 29% d’EC, 9% de CL, 19% de PL
et 19% de protéines. Les apoC présentes chez les VLDL, HDL et CM perdent leur

affinité pour les IDL. Cependant, une molécule d’apoB-100 de méme que plusieurs

Tableau I: Les différentes classes de lipoprotéines et leur composition en protéines et en
lipides (Fielding et Fielding, 1996).

Classes de Densité | Diamétre Lpides (% p/p) Protéines Apoprotéines
Lipoprotéines g/mi (A) T6EC LI PL (% p/p) contenues
apoA-l,-IV apoB-
Chylomicrons 0,93 800a5000 /86| 3|27 2 48 apoC-1,-l,-
Il apoE
) 0,95 apoB-100
VLDL a 3002800 [55(12| 7 |18 8 apoC-1,-l,-1H
1,010 apok
' 1,008 apoB-100
iDL a 250a350 (23(29|9 |19 19 apoC-I,-Il,-lll
1,019 apoE
1,019
LDL a 2202272 | 6 |4218 |22 22 apoB-100
1,060
1,063
\ R apoA-i,-li
HDL2 a 90a100 | 5 (17| 5|33 40
apoC-1,-ii,-1ll apoE
1,125
1,125
R R apoA-|,-ii
HDL3 a 70290 31134 |25 55
apoC-1,-11,-l
1,210
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molécules d’apoE sont présentes a la surface de chaque IDL (Pownall et al. 1999 ;

Berneis et al. 2002).
1.2.4  Lipoprotéines de faible densité (LDL)

Les LDL sont issues des IDL et font partie de la derniére classe de lipoprotéines de la
cascade des lipoprotéines contenant I’apoB-100. La perte de TG induite par I’action
des lipases lors du passage de VLDL en LDL permet un enrichissement en EC. La
taille des LDL est de I’ordre de 220 a 272 A et leur densité varie entre 1,019 et 1,060
g/ml. Elles sont composées d’environ 6% de TG, 42% d’EC, 8% de CL, 22% de PL
et 22% de protéines. En terme protéique, elles ne sont composées que d’une seule
molécule d’apoB-100. Celle-ci intervient dans le maintien de I’intégrité structurale de
la particule. Une hétérogénéité est constatée chez les LDL au niveau de leur densité,

leur taille et de quelques autres propriétés (Krauss et Burke, 1982).
1.2.5 Lipoprotéines de haute densité (HDL)

Les particules de HDL en circulation peuvent étre divisées en trois catégories selon
leur densité : les HDL naissantes, les HDL; et les HDLs. Les HDL naissantes ont une
forme discoidale stabilisée par les apo. Elles sont sécrétées par le foie et ’intestin et
sont dérivées des résidus d’hydrolyse des lipoprotéines riches en TG (CM et VLDL)
(Eisenberg, 1984). Les HDL naissantes font acquisition de leurs lipides de différentes
fagons. Ainsi, le CL peut provenir de résidus de CM ou de VLDL, mais aussi d’autres
lipoprotéines. Parfois méme, le CL provient de membranes de cellules adjacentes.
Dans ce cas précis, il s’agit du phénomeéne appelé efflux de cholestérol. Dans ce
processus I’«ATP-Binding Cassette Transport Protein Al » (ACBA1) joue un role
majeur en effectuant des translocations de cholestérol du milieu intracellulaire au
milieu extracellulaire (Oram et Vaughan, 2000). En plus d’ABCA|, quatre autres
acteurs sont connus pour avoir une implication dans cette voie métabolique. Ainsi, le

récepteur éboueur de type B classe 1 (SR-BI) peut induire de I’efflux de cholestérol
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en permettant aux HDL de se lier aux cellules et de réorganiser leurs lipides a partir
des domaines enrichis en lipides de la membrane plasmique (Williams ef al. 1999 ; de
la Llera-Moya et al. 1999). Les cavéolines qui sont des protéines de 18 .a 24 kDa
généralement associées aux cavéoles (microdomaines de la membrane plasmique
riches en cholestérol et en glycophospholipides) (Krajewska ef al. 2004) peuvent
aussi lier le cholestérol et le transporter du réticulum endoplasmique a la membrane
plasmique et enrichir ainsi les HDL en cholestérol (Murata ef al. 1995 ; Smart et al.
1996). La 27-hydroxylase (CYP27A1) contribue aussi a ’efflux de cholestérol en
transformant le cholestérol en 27-hydroxycholestérol (Escher er al. 2003), un
oxystérol plus hydrophile qui peut donc diffuser plus facilement dans le sang. La
lécithine cholestérol acyl-transférase (LCAT), qui hydrolyse les lécithines des HDL
plasmatiques et estérifie le cholestérol de ces HDL' a partir des acides gras libérés par
son action, est une enzyme clef pour le métabolisme extracellulaire du cholestérol
(Norum, 1977 ; Jonas, 1991). Ainsi elle pourrait faciliter la captation du cholestérol
des tissus périphériques par les HDL en maintenant un gradient de concentration

propice a I’efflux de cholestérol (Fielding, 1984).

Les HDL peuvent aussi céder leurs EC aux LDL et VLDL tout en recevant des TG de
ces dernieres par le biais de la CETP (Protéine de transfert des esters de cholestérol)
qui est une enzyme de transfert de cholestérol (Lagrost ef al, 1990). C’est
principalement ce phénomeéne d’échange de lipides qui est a I’origine des sous-classes
de HDL dans la mesure ou des variations de densité en sont la conséquence. 1] arrive
aussi que les HDL reviennent au foie -afin de déverser leurs EC par le biais du
processus de captation sélective (Jian ez al, 1998). On parle ici de transport inverse de
cholestérol et, le caracteére anti-athérogénique des HDL en est la résultante. Le
principal constituant lipidique des HDL demeure les PL. Ces lipoprotéines présentent
principalement a leur surface les apoA-l, C-I1, C-IIT et E. Lors de la maturation des
HDL, les apoC-II, C-1lI et E sont reldchées vers les lipoprotéines riches en TG et les

HDL gagnent des apoA-II et A-IV, ce qui leur permet d’adopter une forme sphérique.
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Les HDL; ont une taille de 70 a 90 A, une densité de 1,125 a 1,210 g/ml et une
composition d’environ 3% de TG, 13% d’EC, 4% de CL, 25% de PL et 55% de
protéines. Les HDL,, quant a elles, ont une taille de 90 4 100 A, une densité de 1,063
a 1,125 g/ml et présentent une composition d’environ 5% de TG, 17% d’EC, 5% de
CL, 55% de PL et 40% de protéines (Pownall et al. 1999 ; Eisenberg, 1999).

1.3 Les Apolipoprotéines (apo) :

Le cceur lipidique hydrophobe des lipoprotéines, constitué d’EC et de TG, est
recouvert d’une enveloppe amphiphile dont les constituants principaux sont les
phospholipides, le cholestérol non-estérifié et les apolipoprotéines. Ces derniéres
conferent a chaque édifice lipoprotéique ses propriétés fonctionnelles et son devenir
métabolique. En effet, les apo régulent le métabolisme des lipoprotéines et
déterminent le role unique de ces lipoprotéines dans le métabolisme des lipides
(Mahley et al. 1984). En plus de ces deux rdles, les apo servent de cofacteurs des
enzymes du métabolisme des lipides et permettent I’adressage des lipides aux
différentes régions de l'organisme (Mahley et al. 1984). Les apoA, B, C, E
représentent jes classes principales. Le tableau II présente de maniere synthétique les
fonctions de ces apo, leur distribution et les tissus au sein desquelles elles sont

observées.

Synthétisées dans les intestins, le foie, les apo A émanent de trois génes différents,
ceux des apo : A-I, A-Il et A-1V. Alors que les apoA-I (28 kDa) et A-II (17 kDa) se
localisent quasi-exclusivement dans les HDL, I’apoA-IV (46kDa) peut aussi
s’associer aux lipoprotéines riches en triglycérides comme les chylomicrons
(Redgrave, 1999). Un taux élevé de lipides dans le sang n’aurait pas d’effet sur la
synthése hépatique d’apoA-I (Davidson et Glickman, 1985). Cependant, au niveau
intestinal, Ia synthése d’apoA-1 serait activée par une diéte riche en lipides (Mahley
et al. 1984). L’apoA-I a un role central dans le transport inverse du cholestérol depuis

les cellules périphériques jusqu’au retour vers le foie.



Tableau II - Identité, expression tissulaire, distribution plasmatique et fonction des

principales apolipoprotéines humaines (Lagrost et al. 2003).

FApo Tissu Distribution Fonction
Structurelle; activateur physiologique de la ]
Al Foie, (intestin CM, HDL LCAT; efflux de cholestérol ;
Ligand de SR-BI
Structurelle; activateur/inhibiteur de la LH ;
- Foie, intesti DL ’ : ;
Al 016, mtestin H efflux de cholestérol ; Ligand de SR-BI
A Transport inverse du cholestérol; activateur de la |
v Foie, intestin CM, HDL LCAT; métabolisme des lipoprotéines riches en
triglycérides ; Ligand de SR-BI
B- Foie VLDL, IDL, Structurelle: synthése et sécrétion des VLDL ;
i . .
100 LDL ligand du rLDL ; Ligand de SR-BI
B- Intestin M Structurell.e; synthé.se et sécrétion des
48 chylomicrons ; Ligand de SR-BI
C-I Foie (intesti CM, VLDL, Inhibiteur physiologique de la CETP : activateur |
) oie (intestin) HDL de la LCAT ; inhibiteur de la liaison au rLDL
VLDL . . .
rC-II Foie {intestin) CMI’{DILD ’ Activateur physiologique de la LPL
C- o - CM, VLDL, Inhibiteu.r phy'siolf)gique de.la LPL’;. inhit.)iteur de
Foie (intestin) HDL la captation hépatique des lipoprotéines riches en
m TG. Ligand de SR-B]
w —
Fote, )'ntestm, rate, HDL, LDL, . ’
D pancréas, cerveau, VLDL Transport inverse du cholestérol
surrénales, rein ’
! i
E Foie, macrophage, CM, VLDL, Ligand des récepteurs rLLDL, LRP et SR-BI
cerveau IDL, HDL
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Les particules de HDL contenant I’apoA-1 peuvent récupérer I’excés de cholestérol de
ces cellules périphériques grace surtout au systéme membranaire transporteur
ABCAI, tel que mentionné précédemment. L’apoA-I est aussi connue comme un
activateur physiologique de la LCAT (Fielding ef al. 1972). Cette derniére ayant pour
role d’estérifier le cholestérol pris en charge par les HDL lors du processus d’efflux
de cholestérol (Jonas ef al. 1993). A I’inverse, I’apoA-Il aurait un caractére pro-
athérogene a cause de son effet négatif dans les processus liés au métabolisme des
HDL. Ayant une plus grande affinité que 1’apoA-I pour les sites de fixation sur la
HDL, elle peut provoquer son déplacement (Mao ef al. 1981). Cet événement
engendre une diminution de I’activation de la LCAT et une réduction de I’efflux de
cholestérol (Durbin ef al. 1981). Plusieurs études démontrent que I’apoA-II affecterait
le métabolisme des HDL par activation de la LH « Lipase hépatique » (Jahn et al.
1983 ; Nishida et al. 1986) La CETP semble étre inactivée par ’apoA-I1 (Zhong et al.
1994 ; Lagrost et al. 1995).

L’apoB, I’apo primaire des chylomicrons, VLDL, IDL et LDL est hétérogeéne et
existe sous deux formes: apoB-100 et apoB-48. L’apoB-100 (512 kDa) est
synthétisée par le foie et est le constituant obligatoire des VLDL, IDL et LDL. Quant
a ’apoB-48 (242 kDa), elle est produite dans I’intestin et est retrouvée dans les
chylomicrons et les résidus de chylomicrons (Mahley et al. 1984). 1l est & noter que
I’apoB-100 posséde un domaine C-terminal nécessaire a sa liaison au rLDL, a la
différence de I’apoB-48 qui en est la forme tronquée et qui n’interagit pas avec le
rLDL. L’apoB-100 et ’apoB-48 proviennent du méme ARN messager. La formation
de I’apoB-48 résulte de I’insertion d’un codon stop UUA di au remplacement du C
par un U au codon CAA codant pour la Glutamine a la position 2153 dans ’ARNm
de I’apoB-100. Cette conversion de cytidine en uridine requiert un complexe
enzymatique dont ['APOBEC-1 «apoB mRNA-editing enzyme catalytic
polypeptidel » étant une « cytidine déaminase » de 27 kDa qui constitue la sous-unité

catalytique (Davidson et Shelness, 2000).La réaction catalysée par ce complexe a
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donc pour effet I’arrét de la traduction, puis la production de I’apoB-48 dans I’intestin

(Chen et al. 1987).

Les apoC sont des protéines de faible poids moléculaire. Nommées apoC-1, C-Il et C-
11, ce sont les composants de surface des chylomicrons, VLDL et HDL. Etant
reconnues comme agent présentant des roles métaboliques importants, des études ont
rapporté que I’apoC-I (6,6 kDa) se révele étre un inhibiteur physiologique de la CETP
(Gautier et al. 2002); activateur de la LCAT (Soutar ef al. 1975); inhibiteur de la
liaison aux rLDL, LRP et rVLDL (Kowal et al. 1990). L’apoC-II (8,8 kDa) est un
activateur physiologique de la LPL (Goldberg er al. 1990). Elle empéche, a moindre
titre que I’apoC-1, la liaison entre I’apoE des VLDL et les rLDL et LRP (Weisgraber
et al. 1990). Finalement, I’apoC-Il1 (8,9 kDa) a pour propriété I’inhibition
physiologique de la LPL et de la captation hépatique des lipoprotéines riches en TG
(Packard et al. 1999).

L’apoE (34 kDa) est un constituant des chylomicrons, VLDL, et de certaines classes
de HDL. L’apoE posséde une tres forte affinité pour le rLDL, la LRP et permet un
rendement catabolique plus grand en comparaison avec une lipoprotéine présentant

de I’apoB-100 (Mahley ez al. 1984).

1.4 Le Récepteur de LDL (rLDL)

1.4.1 Structure et fonction

Le rLDL est une glycoprotéine de 839 acides aminés (160 kDa) retrouvée a la surface
des cellules. La protéine mature présente de nombreux liens disulfures qui
augmentent grandement sa stabilité. Ce récepteur associé a un puits de clathrine, lie
et internalise les lipoprotéines plasmatiques présentant a leur surface 1’apoB-100 ou
"apoE. Ainsi, le rLDL reconnait fes LDL, les IDL et les résidus de CM (Brown et al.
1981). L’affinité du rLDL est plus grande pour les lipoprotéines contenant [’apoE,

simplement parce que I’apoE est habituetlement présente en plusieurs copies a la
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surface des IDL, alors que ’apoB-100 n’est présente qu’en une seule copie a la
surface des LDL (Pitas er al. 1980). Méme si elles contiennent de I’apoB-100, les
VLDL sont de pauvres ligands du rLDL, probablement & cause de la conformation

K

particuliere que prend 1’apoB-100 sur ces iipoprotéines (Soutar, 1999). Ce récepteur
joue donc un role central dans I’homéostasie du cholestérol. Puisque les taux
plasmatiques de cholestérol-LDL jouent un réle important dans le développement de
I’athérosclérose, I’activité de ce récepteur a une influence sur la susceptibilité d’un
individu a développer une MCV (maladie cardiovasculaire) (Pitas et al. 1980 ; Brown

et Goldstein, 1986).
1.4.2  Synthese et cycle du rLDL

Le récepteur est synthétisé dans le réticulum endoplasmique rugueux sous la forme
d’un précurseur qui subit une maturation dans 1’appareil de Golgi. Le récepteur est
transporté jusqu’a la surface de la cellule ou il est disponible pour lier une
lipoprotéine. Lorsqu’une particule se lie au récepteur, le complexe
récepteur/lipoprotéine migre dans un puit tapissé de clathrine ot il est internalisé. Un
lysosome fusionne alors avec I’endosome contenant le complexe, ce qui entraine une
baisse du pH de I’endosome. La particule est alors dissociée du récepteur pour étre
dégradée. Le récepteur est recyclé a la surface de la cellule, ot il peut répéter le cycle
d’internalisation. La dégradation de la partie protéique de la lipoprotéine fournit des
acides aminés, et celle des EC produit du CL et des acides gras qui peuvent étre
immédiatement utilisés ou étre estérifiés pour entreposage (Soutar, 1999 ; Goldstein

et al. 2000).

La synthése du rLDL est soumise a un processus de controle par rétroinhibition qui a
pour principal but de stabiliser la composition lipidique des membranes cellulaires
(Goldstein et al. 2000). Le cholestérol intracellulaire est le principal agent contrdlant
I"expression du rLLDL. Ainsi, si la cellule manque de cholestérol, elle synthétisera des

récepteurs afin d’aller chercher le cholestérol manquant en circulation. C’est par ce
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mécanisme qu’agissent certains agents hypocholestérolémiants, telles que les statines,
qui empéchent la synthése endogéne du cholestérol réalisée par la 3-hydroxy-3-
méthyl-glutaryl-CoA réductase « HMG CoA red », forgant la cellule a aller chercher
le cholestéroi en circuiation. Ce mécanisme de controie impiiquant ie cholestéroi est
médié par les protéines liant 1’élément de réponse aux stérols « SREBP », des
protéines qui activent la transcription du gene du rLDL lors de disette en cholestérol
(Goldstein et al. 2000). Au contraire, s’il y a excés de cholestérol, le stockage de ce
dernier est réalisé sous forme d’EC. L’enzyme responsable de cette réaction est

PAcyl CoA cholestérol acyltransférase « ACAT » (Brown et al. 1986).

Il est important de noter que les voies métaboliques indépendantes du rLDL
contribuent a 42% de la clairance du cholestérol lié aux LDL chez les humains

(Dietschy et al. 1993).
1.5 La Captation sélective

Avant méme le clonage et I’identification de SR-BI (responsable de la captation
sélective des EC) par le groupe du Dr Krieger (Acton et al. 1994), quelques

informations étaient déja disponibles & propos du phénomeéne de captation sélective.

Le processus de captation sélective ne réfere pas & la gestion compléte d’une
lipoprotéine mais vise les EC contenus dans les lipoprotéines sans affecter la sous
unité¢ protéique de ces derniéres (Pittman er al. 1987). Il s’en suit un transfert
irréversible a travers la cellule (Knecht et Pittman, 1989). La vitesse et la fréquence
de la captation sélective sont régulées par deux parametres importants qui sont la
taille des lipoprotéines fournissant les EC et la concentration de CL dans la
membrane (Knecht et Pittman, 1989 ; Green et Pittman, 1991). Dans le passé, il a été
suggéré que les EC étaient insérés dans unc invagination {(membrane pool) de la
membrane contenant du plasma pour ensuite étre internalisés de maniére irréversible

(Knecht et Pittman, 1989). Toutefois, des études plus récentes suggerent plutdt un
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mécanisme de rétroendocytose (Silver ef al. 2001) (Rhainds ef al. 2004). D’autres

études sont nécessaires pour €claircir le phénomene.

Au début la captation sélective n’était connue que pour les HDL. Mais avec le temps,
les études surtout effectuées par notre groupe de recherche ont montré que la
captation sélective €tait aussi possible pour les VLDL (Brissette ef al. 1999), les IDL
(Brissette et Falstrault, 1994), les LDL natives (Charest et al. 1999) et les LDL
modifiées (Rhainds ef al. 1999).

1.5.1 Le SR-BI appartient a la famille des récepteurs €boueurs

Premiérement isolé et identifié comme récepteur « éboueur» chez les rongeurs
(Acton et al. 1994), SR-BI fait partie de la classe B, comprenant le Cluster of
differenciation 36 « CD36» (Greenwalt ef al. 1992) et la protéine membranaire
lysosomiale II « LIMPII » (Vega ef al. 1991). Chacun de ces récepteurs est capable
de lier les LDL natives et modifiées (Acton et al. 1994). Chez I’humain, un
homologue CLA-1 a été identifié et caractérisé (Calvo e al. 1993 ; Murao et al.
1997). Il a été découvert que ce récepteur présentait une forte affinité pour les HDL et
les LDL (Acton et al. 1996). Présentant de trés fortes ressemblances avec son
hortologue chez les rongeurs (Murao et al.1997), la nomenclature a accepté I’usage

du nom SR-BI humain en référence & CLA-1.
1.5.2  Expression tissulaire et cellulaire de SR-B1

Le SR-BI est exprimé dans tous les tissus aptes a capter sélectivement les EC des
HDL et LDL, c’est-a-dire dans les tissus stéroidogeénes (testicules, ovaires,
surrénales) chez I’homme (Murao ef al. 1997). Il est également exprimé dans
I’intestin (Johnson ef al. 1998), le tissu adipeux, les poumons et le foie (Acton et al.
1994). Au niveau cellulaire, on le trouve majoritairement concentré dans les cavéoles,

qui définissent a la surface cellulaire des microdomaines enrichis en cholestérol et en
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glycolipides et auxquels est associé une protéine signature : la cavéoline-1, tel que
mentionné précédemment (Graf ef al. 1999). Ces cavéoles faciliteraient le role de SR-
Bl dans le transfert des EC entre les lipoprot€ines et les cellules (Babitt ef al. 1997),
et au foie (Graf ef al. 1999). Il est a noter que les hépatocytes présentent peu de
cavéoles (Fielding et Fielding, 2000). En ce qui concerne I’expression de la
cavéoline-1, Li et al. (2001) en retrouvent de plus faibles quantités dans les

hépatocytes que dans les autres tissus.
1.5.3  Structure de la protéine

Le gene de SR-BI a été mis en évidence chez [e hamster, le rat, la souris et ’homme
(Rigotti et al. 1997). Hl est localisé sur le chromosome 12 chez I’homme et chez le rat,
ce qui confirme que CLA-1 et SR-BI représentent des génes homologues (Acton et
al. 1996). Ce geéne est hautement conservé dans les différentes espéces étudiées
(rongeurs, homme) (Johnson ef al. 1998). Il s’agit d’une protéine transmembranaire
de 509 acides aminés (85 kDa), constituée d’une large boucle extracellulaire ancrée
dans la membrane a chaque extrémité par un domaine transmembranaire. I
semblerait que cette boucle soit impliquée dans le transport sélectif de lipides (Rigotti
et al. 1997) car elle contient de nombreuses cystéines, des sites de glycosylation et
des sites d’acylation (Babitt ef al. 1997). Enfin, le domaine intracellulaire de SR-BI
est compos€ de sites de phosphorylation pour différentes kinases capables de

controler I’activité de SR-BI (Johnson er al. 1998).
1.5.4 Roles de SR-BI dans le métabolisme du cholestérol

Les roles multiples de SR-BI dans le métabolisme lipidique ont été caractérisés par
diverses approches méthodologiques: surexpression ou invalidation du gene SR-BI

chez la souris.
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SR-BI favorise ’entrée sélective des esters de cholestérol des DL et des LDL dans

les cellules.

Un grand nombre d’études visant a préciser le role exercé par SR-BI a été réalisé
depuis qu’Acton ef al. (1999) ont montré pour ta premiére fois que SR-BI avait une
certaine implication dans le phénomene d’entrée sélective des EC-HDL dans des
cellules d’ovaire de hamster chinois « CHO ». Par exemple, il a été prouvé que
Pentrée du cholestérol et sa conversion en hormones stéroidiennes dans les cellules
des glandes surrénales pouvaient étre inhibées in vitro par I'utilisation d’un anticorps
dirigé contre ia boucle extraceilulaire de SR-BI (Temel er al. 1997). De plus, si on
met le SR-BI en présence de divers ligands (LDL, LDL oxydées, LDL acétylées),
’entrée des EC de HDL dans des hépatocytes de rat est inhibée (Temel ef al. 1997).
Enfin, chez des souris déficientes en SR-BI, une diminution du contenu cellulaire en
cholestérol dans les cellules des glandes surrénales a €t€ remarquée (Rigotti et al.
1997). Toutes ces expériences suggerent que fe SR-Bl pourrait contrdler 'entrée
sélective des EC-HDL au niveau du foie et des cellules stéroidogénes. Depuis ces
études, les recherches au sein du laboratoire du Dr Louise Brissette a I’Université du
Québec a Montréal ont pu révéler que la captation sélective médiée par le récepteur

SR-BI n’est pas exclusive aux HDL, mais se fait aussi a partir de LDL (Rhainds ez al.
2003 et Brodeur ef al. 2005).

SR-BI contréle la concentration plasmatique des HDL, des VLDL et des LDL.

Des expériences ont démontré une augmentation de la cholestérolémie chez des
souris SR-BI KO (Rigotti ef al. 1997). De plus, une augmentation de la concentration
plasmatique des HDL est remarquée quand ’expression hépatique de SR-BI baisse
d’environ 50% (Varban ef al. 1998). Dans le cas contraire, si on surexprime le SR-BI
dans ie foie, on observe une forte diminution de la concentration de HDL-EC, de
VLDL-EC et de LDL-EC (Wang et al. 1998 ; Kozarsky ef al. 1997). Le fait qu'on

observe une réduction de 80% de {"étendue des Iésions aortiques, associ€e a la
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diminution des concentrations plasmatiques des HDL, des VLDL et des LDL
lorsqu’on surexprime le SR-BI dans le foie de souris KO en rLDL suggére que la
surexpression hépatique de SR-BI pourrait avoir un puissant effet antiathérogéne

(Arai et al. 1999).

Un certain nombre d’expériences réalisées in vitro ont montré que le SR-BI
intervenait aussi dans les échanges bidirectionnels de CL entre les cellules et le
plasma (Rothblat et al. 1999). SR-B! interviendrait plutdt dans la redistribution du
cholestérol dans la membrane cellulaire, favorisant ainsi le flux sortant de cholestérol
(Rothblat er ai. 1999). SR-BI pourrait donc exercer une fonction dans [’étape initiale
du transport inverse du cholestérol, mais aucune confirmation physiologique n’est

venue €tayer cette hypotheése (Mizutani ef al. 1997).
1.5.5 Régulation de I’expression de SR-BI

Mizutani et al. (1997) ont démontré lors de leur étude sur I’induction hormonale de
’expression de geénes dans les ovaires de rattes, que les taux d’ARNm de SR-BI
augmentaient fortement aprés un traitement par 1’hormone gonadotrope sérique de
jument gravide « PMSG » et la gonadotrophine chorionique humaine « hCG ». De
plus, dans les tissus stéroidogénes, I’expression de SR-Bl est augmentée lorsque la
concentration intracellulaire du cholestérol est diminuée, soit par la réduction de
I’apport de cholestérol a la cellule par les HDL ou les LDL (Wang ef al. 1996 ;
Vieira-Van Bruggen er al. 1998), soit par une stimulation de la stéroidogenése
(Reaven et al. 1998 ; Ng et al. 1997). Ainsi, ’expression de SR-BI et la production
d’hormones stéroides peuvent étre coordonnées (Landschultz ef al. 1996 ; Rigotti et
al. 1996). Chez le hamster, dans le foie, I’expression de SR-BI n’est pas altérée par
un régime faiblement enrichi en cholestérol (0,1%) méme si ce régime entraine une
forte augmentation (10 fois) des stocks hépatiques d’EC (Woollett et al. 1997). De
méme, I’absence de HDL normales dans le plasma de souris homozygotes déficientes

en apoA-l1 n’entraine pas d’augmentation de ’expression de SR-BI, suggérant que
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celle-ci n’est pas contrdlée par le flux entrant de cholestérol dans le foie (Wang er al.
1996 ; Spady er al. 1998). Cependant, un régime tres riche en cholestérol (2%)
entraine, chez le rat, des variations d’expression de SR-Bl en fonction du type
cellulaire étudié. En effet, les auteurs ont observé une diminution de la quantité en
SR-BI dans les cellules parenchymateuses (hépatocytes) et une augmentation de la
quantité en SR-BI au niveau des cellules de Kupffer qui appartiennent a la population
cellulaire non parenchymateuse (Fluiter e al. 1997). Cette différence suggere que le
SR-BI exerce une fonction différente selon sa localisation cellulaire : médiateur de
Pentrée sélective de cholestérol des HDL et des LDL dans I’hépatocyte, médiateur du

flux sortant de cholestérol vers les HDL et LDL dans les cellules de Kupffer.
1.6 Les Transporteurs d’acides gras

Avant que les acides gras soient captés par les Fatty acid binding protein « FABP », il
existe plusieurs transporteurs protéiques associ€és a la membrane jouant un rdle
important dans la captation extracellulaire des acides gras (Hui ef al. 1997 ; Abumrad
et al. 1999). 1! a été prouvé que la protéine de transfert des acides gras « FATP » (63
kDa) contribue fortement a la capture des acides gras dans les adipocytes (Schaffer et
Lodish, 1994). En effet, les taux de captation des acides gras correspondent avec
I'expression de la FATP et ce méme si cette protéine n’a pas été observée lide aux
acides gras et qu’aucun site de liaison a ces particules n’a ét€ identifié (Pohl es al.
2004). La Translocase des acides gras « FAT » 88 kDa, homologue chez le rat du
CD36 humain, contribue aussi a ce phénomene (Abumrad ef al. 1993). Quant a
I’albumine, qui est le transporteur extracellulaire par excellence des acides gras a
longue chaine, c’est la plus représentée des protéines plasmatiques et sa contribution
a ce phénomeéne de captation est inéluctable (Tiruppathi er al 1996 ; Cessac-
Guillemet e al. 1996). La cavéoline (22 kDa), qui est une protéine structurale des
cavéoles (Rothberg ef al. 1992) et qui est impliquée dans la potocytose médiée par les

récepteurs (Anderson ef al. 1992), présente aussi une forte affinité envers les acides
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gras dans les adipocytes (Trigatti et al. 1991). Le couple SCP-2/SCP-x, de la famille
des « Sterol Carrier Protein ou protéines transporteuses des stérols » est responsable
du maintien des taux intracellulaires de cholestérol, spécialement dans les tissus
comme les intestins, le foie et les tissus stéroidogéniques qui utilisent de fortes
quantités de cholestérol (Schroeder er al. 1998). SCP-2 a aussi la faculté de lier les
acides gras et acyl-CoA ramifiés ou non. Ce SCP-2 augmenterait la captation des
acides gras et leur transport intermembranaire (Starodub er al. 2000). 11 est fort
possible que toutes ces protéines facilitent le transport des acides gras liés a

I’albumine a travers I’endothélium, I’espace interstitiel, et l]a membrane plasmique.

1.7 La L-FABP
1.7.1 Le gene

La L-FABP (ou FABPI1) est un membre de la famille des « fatty acid-binding
protein » cytosoliques (FABP) qui sont retrouvées dans le foie, les intestins, les reins.
La L-FABP a un poids moléculaire de 14,2 kDa et avec sa forte expression hépatique
(2 a2 5%) est la protéine cytosolique la plus retrouvée dans le foie (Bordewick et al.
1989 ; Glatz et al. 2001; Thompson ef al. 1999). Cependant, dans le foie, parmi la
famille des FABP, seule la L-FABP est retrouvée. Sa demi-vie a été estimée a 3,1
jours (Bass ez al. 1985). La L-FABP est connue pour lier les acides gras et quelques
autres molécules hydrophobes que nous décrirons plus tard. 11 a été remarqué que ses
niveaux d’expression correspondent au métabolisme lipidique (Glatz er al. 2001).
Compte tenu de ces informations, il est inévitable de postuler que la L-FABP
contribue considérablement a la liaison des lipides au niveau hépatique et ainsi au
métabolisme lipidique. Ainsi, les hépatocytes sur-exprimant la L-FABP montrent une
augmentation des taux de la captation d’acides gras (AG) et de leur estérification
(Murphy et al. 1996). De plus, dans les mémes conditions, des augmentations des
taux de phospholipides et des EC ont été remarquées (Jefferson er al. 1990). Enfin,

des études ont révélé que la surexpression de la L-FABP dans des cellules hépatiques
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de type McA-RH7777 en présence d’acide palmitique, entraine une diminution de
synthése des TG tout en augmentant la P-oxydation et la sécrétion d’apoB-100
(Linden et al. 2002). Les hépatocytes Hep(G2 exprimant un ARN antisens de la L-
FABP révelent une réduction de ia captation des acides gras (Wolfrum ez al. 1999).
De plus, d’autres études ont révélé qu’une ablation du géne de la L-FABP chez la
souris causait une accumulation de cholestérol au niveau du foie et augmentait la

propension du cholestérol provenant de la diete a engendrer un gain de poids (Martin

et al. 2006).
1.7.2  Ligands

Comme son nom l’indique, la L-FABP lie les acides gras, a longue chaine de
préférence, mais aussi les acyl CoA. Les ligands endogénes de L-FABP sont
nombreux : héme, bilirubine, les stéroides et leurs métabolites, sels biliaires, acides
gras oxydé€s ou peroxydés, leukotriénes et prostaglandines (Bernlohr et al. 1997 ;
Bass, 1998 ; Storch et al. 2000), mais la capacité de la L-FABP a lier le cholestérol ne
serait pas clairement établie (Thumser et al. 1996). En effet, plusieurs études ont
démontré que le cholestérol ne pouvait étre un des ligands de la L-FABP (Bass et al.
1985 ; Vincent ef al. 1985, Schroeder et al. 1998). Au contraire des autres FABP qui
ne lient qu’un acide gras a la fois, chaque molécule de L-FABP est capable de lier
deux molécules d’acide gras (Thompson et al. 1997). Les proliférateurs de
péroxysomes comme le bezafibrate et clofibrate se lient aussi a la L-FABP (Bernlohr

et al 1997 ; Bass, 1998).
1.7.3 Régulation

Généralement, les hormones, la diéte, certains agents pharmacologiques et tous les
proliférateurs de péroxysomes régulent I’expression de la L-FABP dans le foie
(Carlsson er al. 2001 ; Carlsson, 2002). En effet, la régulation a la hausse la plus

marquée a été due a I’administration de proliférateurs de peroxysomes comme les
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médicaments hypolipidémiants, phtalates, esters plastifiants, divers herbicides,
clofibrates et analogues. Tous sont composés d’une chaine hydrophobe liée a une
fonction carboxylique (Kaikaus e al. 1993). Les taux d’ARNm de L-FABP et la
capacité de liaison de ces protéines semblent augmenter aprés un traitement &

I’hormone de croissance (GH) (Berry ef al. 1993 ; Singer et al. 1996).
1.7.4 Role et implications

A part la principale activité connue de la L-FABP qui est le transport des acides gras
a longue chaine, la communauté scientifique a constaté que cette protéine posséde
d’autres roles physiologiques. En effet, la L-FABP est impliquée dans les processus
d’oxydation mitochondriale et péroxysomale des acides gras a longue chaine.
Antonenkov ef al. (2005) suggérent que la L-FABP joue un rdle dans la liaison et la
solubilisation du stock d’acides gras non estérifiés dans le compartiment
péroxysomal. L’étude réalisée révéle une stimulation de la B-oxydation du palmityl-
CoA et de I’activité de I’Acyl-CoA thioestérase par la L-FABP. De plus Veerkamp &
Van Moerkerk, (1993) ont aussi constaté que les niveaux de L-FABP corrélent avec
les taux de B-oxydation. Erol ef al. (2003) ont observé une diminution de I’oxydation
des LCFA « acides gras a longue chaine » dans des hépatocytes de souris déficientes
en L-FABP. Aussi, cette méme protéine est impliquée dans la transformation des
acides gras en triglycérides (Ashtaves et al. 2004). Les acides gras a longue chaine et
leurs dérivés ou métabolites sont liés par la L-FABP puis acheminés jusqu’au noyau
ou ils fixent des récepteurs comme les PPAR « récepteurs au facteur activé de
prolifération des peroxysomes » qui sont connus pour réguler la transcription des
génes impliqués dans le métabolisme des lipides et la différenciation cellulaire
(Schroeder ef al. 2001 ; Schroeder ez al. 2008). 11 a aussi été suggéré que la L-FABP
achemine les acides gras vers les membranes cellulaires par diffusion en milieu
aqueux a la différence des autres FABP (Thumser et Torch, 2000). Ainsi la L-FABP

pourrait jouer un role important dans le processus de régulation de la transactivation
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ligand-dépendante des PPARa via une interaction protéine-protéine avec les PPARa
dans le noyau (Linden ef al 2002). Les PPARs sont des récepteurs nucléaires
hormonaux qui forment un complexe hétérodimérique avec le « 9-cis-retinoid acid
receptor » ou le RXR « Récepteur X rétinoide » et lient des séquences spécifiques de
’ADN qui sont des régions promotrices de génes impliqués dans le métabolisme
lipidique incluant ceux de FAT/CD36, L-FABP, Acyl CoA Synthétase (Issemann ef
al. 1990 ; Keller ef al. 1993 ; Desvergne et al. 1999). Pour les trois types de PPAR
recensés (PPARa, PPARY et PPARS), les acides gras a longue chaine activent
principalement les formes PPARa et PPARO (Kersten et al. 1999). 1l a été démontré
que les proliférateurs de peroxysomes qu’ils soient naturels ou synthétiques
augmentent la synthése de la L-FABP. L’influence de tels facteurs, a travers
I’activation des PPARa, se manifeste par la régulation de la synthese d’une grande

variété de protéines incluant les enzymes de la B-oxydation (Reddy, 2004).

Certaines études effectuées chez la souris ont démontré que la L-FABP interviendrait
dans le processus de transport intermembranaire du cholestérol in vitro en permettant
son transfert des vésicules aux microsomes (Schroeder er al. 1989 ; Schroeder ef al.
1991). Une tres grande partie du cholestérol cellulaire (90%) est localisée dans les
domaines membranaires riches en sphingomyéline (Schroeder et al. 1991). Les
raisons de cette colocalisation ne sont pas connues mais elles semblent résulter du fait
que le cholestérol a une plus grande affinité pour la sphingomyéline que pour les
autres phospholipides membranaires. La sphingomyéline jouerait un réle important
dans I'homéostasie du cholestérol (P&rn et Slotte, 1995). Ainsi, la dégradation de la
sphingomyéline membranaire par de la sphingomyélinase exogéne provoque une
estérification du cholestérol intracellulaire et une diminution de sa biosynthése, alors
qu’il en est tout autrement pour la dégradation spécifique de la phosphatidylcholine
(Schroeder et Nemecz, 1989). Aussi, Jefferson er al. (1991) ont constaté une forte
augmentation de la formation de cholestérol estérifi¢ chez des fibroblastes

surexprimant la L-FABP traités avec de la sphingomyélinase exogene. La
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dissociation cholestérol/sphingomyéline ainsi que la forte expression de la L-FABP
engendreraient un plus grand déplacement du cholestérol membranaire vers des
compartiments intracellulaires et de plus fortes modulations dans le transport du
cholestérol de la membrane au réticulum. De plus, selon Jefferson ez al. (1991), une
surexpression de la L-FABP dans des cellules en culture augmente la captation du
cholestérol et la masse intracellulaire d’EC tout en facilitant le transfert
intermembranaire de stérols. Pour se faire, la L-FABP doit se lier & des domaines
spécifiques de la membrane. La L-FABP augmente le transfert de stérols in vitro
entre la membrane donneuse et I’accepteuse séparées par une membrane de dialyse
méme si cette derniére est imperméable & la L-FABP. Cela implique ainsi que cette
protéine n’effectue pas de transfert intermembranaire de stérols comme un

transporteur en milieu aqueux (Jefferson et al. 1991).

La L-FABP posséde deux sites de liaison lui permettant de lier deux acides gras
(Thompson et al. 1999). La disposition de ses sites de liaison lui permet de lier des
résidus plus gros comme le cholestérol (Thumser et al. 1996). Ainsi, un blocage
chimique ou une modification au niveau d’un des sites de liaison de cette protéine
provoque un arrét du transfert intermembranaire des stérols (Woodford ef al. 1995) et
affecte négativement la participation de la L-FABP au processus de captation du
cholestérol (Jefferson er al. 1991). La L-FABP participe in vitro au processus
d’estérification du cholestérol exogéne catalysé par 'ACAT en lui transférant les
LCFA-CoA ou le cholestérol qu’elle a préalablement lié (Schroeder ef al. 1989 ;
Chao et al. 2002). Les LCFA-CoA sont une source d’énergie pour la f-oxydation
dans la mitochondrie et les peroxysomes. IIs sont impliqués dans la formation des
lipides de stockage d’énergie (TG) et des phospholipides membranaires (Ves-Losada
et Brenner, 1996). La L-FABP apporte une contribution physiologique déterminante
quant & la capacité de liaison des LCFA-CoA et a la distribution des LCFA-Acyl-

CoA et des AG estérifiés (Martin er al. 2003).



1.8 Buts et objectifs généraux

Le but principal de cette étude était de déterminer I’influence de la captation
sélective, donc de I’activité de SR-BI sur ’expression de la L-FABP. Ceci reposait
sur la démonstration faites par notre groupe que la sur-expression de SR-BI dans la
cellule HepG2 était associée a une hausse de la L-FABP (Rhainds e al. 2004).
Puisque la captation sélective des EC fournit des acides gras, notre hypothése était
que I’expression de la L-FABP serait influencée par les acides gras dérivés des EC
provenant des lipoprotéines par le biais de SR-BI. Ainsi, la L-FABP travaillerait de
concert avec SR-BI pour la captation des EC des lipoprotéines. Pour ce faire, une
exposition de cellules HepG2 a des LDL-EC a été effectuée, les ARNm, et les
protéines ciblées ont été soumis a une estimation de leurs niveaux tout au long de ce

traitement afin de rechercher une éventuelle modulation de leur expression.

En second lieu, comme décrit a la section précédente, la L-FABP est peu connue pour
sa capacité a lier le cholestérol (Jefferson et al. 1991), mais elle peut activer le
transfert des stérols in vitro (Murphy et al. 1996). On peut donc supposer que la L-
FABP fonctionne de concert avec le SR-BI en tant qu’accepteur d’EC et que son
expression est régulée par le flot d’EC ou celui des AG ou finalement par le CL
produit par hydrolyse. L’influence de la L-FABP sur le phénoméne de captation
sélective mériterait d’étre investiguée au méme titre que son impact sur I’hydrolyse
des EC. Afin de répondre & I’objectif d’étude portant sur la captation sélective et
I"implication de la L-FABP dans ce processus, une surexpression de la L-FABP dans
des cellules HepG2 a été réalisée, puis des essais d’association ont été réalisés sur ces
derniéres et sur des contrdles. Pour ce faire, des lipoprotéines radioactives ont été
mises en contact avec les cellules, puis le lysat cellulaire a ét¢ compté de fagon a
déterminer la proportion de lipoprotéines associées aux cellules. Par ailleurs, une
interférence a PARNm de la L-FABP a ¢té tentée dans des cellules HepG2 dans le

but de les soumettre a des essais d’association et de déterminer leur taux de captation
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sélective. Ainsi, en visualisant ces paramétres en sur et sous expression de la L-
FABP, il devait étre possible de déterminer la contribution apportée par la protéine a
ce processus. De plus, une surexpression de la L-FABP par des agonistes des PPAR«
a été tentée dans le but de visualiser par un autre moyen, }’impact d’une forte quantité
de L-FABP dans la cellule sur son profil lipidique et la captation sélective des EC.
Sachant que la L-FABP peut transporter des stérols, une autre étude a été réalisée
dans le but de vérifier une participation de cette protéine dans le phénoméne
d’hydrolyse des EC. Ainsi, des lipoprotéines radioactives ont été mises en contact
avec des cellules exprimant la L-FABP et SR-BI a différents niveaux, puis les lipides
cellulaires extraits ont ét¢ chargés sur des plaques de silice en vue d’une
chromatographie dans le but de séparer les lipides. Puis une estimation de I’efficacité
d’hydrolyse a été menée a bien en quantifiant le cholestérol libre et estérifié grace a la
radioactivité. Au cours de la méme expérience, un prétraitement a la chloroquine a été
réalisé afin de déterminer un possible impact de ’expression de la L-FABP sur les

taux d’hydrolyse lysosomale et extralysosomale.



2 METHODOLOGIE

2.1 Matériel

Le plasma humain pour I’isolement des lipoprotéines est acheté chez Bioreclamation
(Hicksville, New York, USA). Le milieu de culture cellulaire MEM (milieu essentiel
minimal) vient de Life Technologies Gibco BRL (Burlington, Ontario, Canada) et ia
trousse destinée & la réaction PCR provient de New England Biolabs (Ipswich,
Massachussetts, USA). La G418 ou Généticine utilisée comme agent de sélection a
été obtenue de Calbiochem (Mississauga, Ontario, Canada). Les anticorps anti L-
FABP et anti SR-BI ont été achetés chez Abnova Corporation (Niehu, Taipei,
Taiwan) et Novus Biologicals (Burlington, Ontario, Canada). Les amorces de PCR
viennent d’Invitrogen (Burlington, Ontario, Canada) et les séquences siRNA ont été
obtenues chez Qiagen (Mississauga, Ontario, Canada). Le ['H] cholestérol oléyl éther
(30-60 Ci/mmol) provient &’ICN (Biomédical Montréal, Québec, Canada), le [3H]
cholestérol oléate est acheté chez Perkin Elmer (Waltham, Massachusetts, USA) et
P’iode-125 ['*°1] est vendue sous forme d’iodure de sodium (100 mCi/ml) par
Amersham (Oakville, Ontario, Canada). Les films d’autoradiographie HYBLOT CL
ont été achetés chez DENVILLE Scientific Inc. (Metuchen, NJ, USA).

2.2 Isolement des lipoprotéines

Les lipoprotéines sont isolées a partir du plasma humain. Avant I’isolement, pour
inhiber Dactivité des protéases, le plasma est ajusté a 0,01% d’EDTA, 0,02%
d’azoture de sodium, 10 pM de fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF), et 10
uM de Trolox. Selon la méthode proposée par Hatch et lees (1968), les LDL
humaines dont la densité varie entre 1,025-1,063 g/ml et les HDL3 pour lesquelles, la

densité oscille entre 1,125-1,21 g/ml, sont séparées par ultracentrifugation apres
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ajustement de la densité du plasma par ajout de NaBr. Le plasma est d’abord ajusté a
1,025 g/ml, puis aprés centrifugation a 2 300 000 g x h a 16°C, la phase supérieure
qui contient les particules dont la densité est inférieure a 1,025, est éliminée. Le sous-
nageant est conservé et ajusié a 1,063 g/mi de densité avant d’&ire & son tour
centrifugé & 16°C a 2 300 000 g x h. On procéde ensuite & la récupération des LDL
qui se retrouvent ainsi en surface. Le plasma restant est ajusté a 1,125 g/ml puis
centrifugé a 3 000 000 g x h a 16°C. Le sous-nageant en résultant est conservé, ajusté
a 1,21 g/ml puis centrifugé a 4 600 000 g x h a 16°C de fagon a ce que les HDL se
retrouvent en surface. Apres avoir été récupérées les HDL et LDL sont dialysées dans
un tampon tris salin (TBS) (10 mM de Tris a pH 7,4 contenant 150 mM de NaCl) afin

d’éliminer I’exces de sel.
2.3 Marquage des lipoprotéines.

Les LDL et les HDL; sont jodées par une modification (Langer ef al. 1972) de la
méthode de McFarlane (McFarlane, 1948). Un millicurie d’1'® est utilisé pour ioder
2,5 mg de LDL ou de HDL3 en présence of 30 nmoles (10 nmoles pour HDL3) de
monochlorure d’iode dans 0,5 M de glycine-NaOH a pH 10. L’iode libre est séparée
par filtration moléculaire sur gel de Séphadex G-25. 1l s’en suit une dialyse dans du
TBS. La radioactivité¢ spécifique se situe généralement entre 100 000 et 250 000
cpm/pg de protéine. Les LDL et HDL; sont marquées avec du [*H]-cholestérol oléyl
éther (non hydrolysable) CH-ECt) ou de [*H]-cholestérol oléate (hydrolysable) (H-
EC). Cette méthode est plus précisément décrite par Roberts er al. (1985).
Brievement, 25 uCi de *H-ECt ou de *H-EC sont évaporés sous azote, puis suspendus
a nouveau dans 250 pl d’acétone. La solution est ensuite mélangée & trois ml de
sérum délipidé qui contient la CETP qui permet ’association des EC ou ECt marqués
aux lipoprotéines. Les lipoprotéines a 1 mg/ml sont rajoutées par la suite a ce

mélange, puis le tout est incubé pendant 30 minutes a 4°C. Les lipoprotéines sont
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isolées & nouveau par ultracentrifugation. Les activités spécifiques des lipoprotéines

marquées en EC sont de I’ordre de 10 000 cpm/ug protéine.
2.4 Culture cellulaire

Les cellules HepG2 sont cultivées dans des flacons de 75 cm?” contenant 15 ml de
Milieu Minimal Essentiel de Eagle (MEM) complémenté de 10% de Fetalclone
(sérum bovin feetal), pénicilline (100 unités/ml), streptomycine (100 mg/ml) et de
glutamine (4 mM) comme décrit précédemment (Leblond ef al, 1991). Le milieu de
culture est changé tous les deux 4 trois jours. Les cellules sont décollées a la trypsine
0,25% pendant 5 minutes & 37°C, culotées, comptées et mises en culture une fois par

semaine. La culture se fait en atmosphére saturée en eau et avec 5% de CO,, a 37°C.
2.5 Sélection de lignées cellulaires transfectées de facon stable

Les cellules HepG2 sont co-transfectées avec les plasmides pCMV-SPORTO,
contenant I’ADNc de la L-FABP (distribué par ATCC®) ou par pCMV5 (vecteur
vide), et pSV2-Neo (Invitrogen®) qui procure aux cellules une résistance a la
Généticine (Néomycine) ou G418. Les bactéries E.coli contenant déja ces plasmides
sont mises en culture pour la nuit dans un milieu L-Broth sélectif (ampicilline 100
pg/ml). L’extraction et la purification des plasmides sont réalisées avec une trousse
Maxiprep de Qiagen®. Dans des plats de culture de 6 puits a 70% de confluence en
cellules HepG2 et en absence de sérum, la transfection est réalis¢e avec 1,8 pg de
pCMV-SPORT6 ou de pCMVS et 0,2 pg de pSV2-Néo pour 12 pl d’agent de
transfection GeneJuice (EMD Biosciences®). Les transfectants stables sont
sélectionnés par I’ajout de G418 (500 pg/ml) dans le milieu de culture. Aprés 5
semaines de culture, les clones résistants sont isolés avec des cylindres de clonage et
mis séparément en culture en présence de G418 (500 pg/ml). Les clones sont analysés

par immunodétection afin de constater les niveaux d’expression de la L-FABP.



28

2.6 Evaluation des taux d ‘expression protéique de SR-Bl, L-FABP, rLDL et j}-

actine

Les protéines cellulaires sont extraites par solubilisation avec un tampon détergent
hypertonique contenant du Triton X-100 & 1,4%, 2 mM de CaCl, et 125 mM de Tris-
HCl a pH 8. (Yoshimura et al. 1987). Les protéines (50 ug) sont séparées par SDS-
PAGE « Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis » a 12,5% et
transférées sur une membrane de nitrocellulose (0,45 um). Cette membrane est
incubée pendant 12 heures a 4°C avec du TBS contenant 5% de lait. Par la suite, en
fonction de la protéine recherchée, la membrane peut étre incubée avec des anticorps
anti-SR-BI humain (1:5 000) pendant 1 heure 30 minutes a 37°C, anti-L-FABP (1:2
500) pour la nuit a 4°C, anti-rLDL (1:500) pendant 1 heure 30 minutes & 37°C et anti-
B-actine (1:15 000) pendant 1 heure 30 minutes a la température piéce en présence de
lait écrémé (5%;). La révélation se fait par réaction de chimiluminescence grace aux
anticorps secondaires liés a la peroxydase du raifort « horseradish peroxydase » sur
des films d’autoradiographie HYBLOT CL, DENVILLE Scientific Inc. (Metuchen,
NJ, USA). Une mesure densitométrique effectuée grace au logiciel Quantity One 1-D

Analysis de la compagnie BioRad® permet de mesurer expression des protéines.

2.7 Analyse par RT-PCR de Pexpression des ARNm de L-FABP, SR-BI el
GAPDH

Les amorces pour PCR de la L-FABP humaine sont montées grace au logiciel Oligo
5.1 a partir d’une séquence d’ADN obtenue de GenBank (GenBank M10050). La
synthése des amorces est faite par Invitrogen (Burlington, Ontario, Canada).
L’extraction de I’ARN total des cellules se fait grace au TriZol (Life Technologies,
Burlington, Ontario, Canada). Le premier brin d’ADN est réalis€ grace a la trousse

RT Omniscript (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada). Un volume de 5 pl des
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produits obtenus est utilisé pour la réaction de PCR. Les amorces utilisées pour la L-
FABP sont 5°-TGT CGG AAA TCG TGC AG-3’ (sens) regroupant les nucléotides
1552172, et 5’-GAT TAT GTC GCC GTT GAG TT-3’ (anti-sens), comprenant les
nucléotides 350 a 370. Le produit final attendu a une taille de 215 paires de bases. En
ce qui concerne les PCR de SR-BI et de la GAPDH, les amorces utilisées sont : Pour
la GAPDH : 5’-GAG TCA ACG GAT TTG GTC GTA TTG-3’ (sens) et 5’-GCT
GTA GCC AAA TTC GTT GTC-3’ (anti-sens). Pour SR-BI: 5’-ACA ACG ACA
CCG TGT CCT TC-3’ (sens) et 5°-GAA GCC TTC GTT GGG TGG GTA GA-3’
(anti-sens). La réaction de PCR optimisée pour toutes les amorces comprend 28
cycles de dénaturation (94°C, 45 secondes), I’hybridation (57°C pendant 30
secondes) et I’élongation (72°C pendant 120 secondes). Une durée de 7 minutes pour

P’extension finale est nécessaire et se fait a 72°C. Le produit de la PCR est analysé

par migration sur gel d’agarose a 1,5%.
2.8 Captation sélective des esters de cholestérol des LDL et des HDL

Les cellules sont lavées et incubées pendant 3 heures en présence de 20 pg/ml de
LDL ou HDL marquées a ’iode 125 ou en ECt « EC tritiés » dans 125 pl de MEM
concentré 2 fois contenant 4% d’albumine sans acides gras, a 37°C durant 3 heures
dans un volume total de 250 pl. L’association non spécifique est déterminée par ajout
de LDL ou de HDL non marquées (1 mg/ml). En fin d’incubation, les celluies sont
lavées deux fois avec un tampon phosphate salin contenant 0,2% BSA « Bovine
Serum Albumine » (TBS-BSA 0,2%). Les cellules sont solubilisées dans 1,5 m! de
NaOH (0,1 M), et leur radioactivité est mesurée grace a un compteur gamma si le
marquage a été fait avec de I’1'** ou au compteur béta si le tritium a é1é utilisé pour le
marquage. L’ association des lipoprotéines iodées est exprimée en pg de protéines par
milligramme de protéines cellulaires. [l en est de méme pour ceiles qui ont €té
triti¢es. L’association spécifique est obtenue par soustraction de I’association non

spécifique a [’association totale. La soustraction de [’association des lipoprotéines
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iodées des EC-lipoprotéines tritiées est réalisée. Si ce résultat est supérieur a 1, cela

indique de la captation sélective.
2.9 Hydrolyse des esters de cholestérol

Afin de déterminer les niveaux d’hydrolyse des esters de cholestérol des LDL ou des
HDL et les voies d’hydrolyse empruntées, des *H-EC-LDL ou des *H-EC-HDL ont
été incubés a 37°C pendant 3 heures aprés une heure de traitement avec ou sans 100
uM de chloroquine. Les cellules sont mises sur glace, lavées deux fois au PBS-BSA &
0,2% puis une fois au PBS « Tampon Phosphate Salin », puis une délipidation est
réalisée par ajout de deux fois 1 ml d’hexane-isopropanol (3:2 v/v). Les extraits sont
évaporés sous azote et resuspendus dans 100 pl de chloroforme, appliqués sur une
plaque de chromatographie en couche mince en gel de silice. La phase mobile est
constituée d’éther de pétrole, d’éther anhydre et d’acide acétique (90:10:1 v/v/v). Les
zones correspondant au cholestérol libre et estérifié sont révélées par vapeur d’iode,
séparées de la plaque par grattage puis leur radioactivité est mesurée au compteur

béta.
2.10 ARN interférence

Les deux duplexes de siRNA ayant pour cible la L-FABP ont été construits et
distribués par Qiagen (Mississauga, Ontario, Canada). Le duplexe Hs FABP! 2 HP
siRNA a pour séquence sens r(AGU CUG UGA CCG AAC UCA A)dTdT, et pour
antisens {(UUG AGU UCG GUC ACA GAC U)dTdG. Le duplexe Hs FABP1 3 HP
siRNA a pour séquence sens r(AGU UGG AAG GUG ACA AUA A)dTdT, et pour
antisens r{(UUA UUG UCA CCU UCC AAC U)dGdA. Aprés resuspension dans du
tampon de suspension siRNA (Qiagen), pour chaque séquence, les deux
oligonucléotides sont mélangés dans un rapport 1:1, puis hybridés a 95°C pendant
une minute puis laissés jusqu’a un retour a la température ambiante. Le duplexe est

complexé avec I’agent de transfection ESCORT V (Sigma) a raison de 3, 6 ou 12 pl
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d"’ESCORT V par ug de duplexe. Un contrdle négatif fourni par Qiagen est aussi
utilisé pour vérifier I’impact de la transfection seule sur I’expression de la L-FABP.
La transfection est réalisée une fois par jour pendant 48 ou 72 heures. Les cellules
sont ensuite analysées par immunodétection afin de constater les niveaux

d’expression de L-FABP.
2.11 Stimulation de la L-FABP par des agonistes des PPARa

Afin d’augmenter la masse protéique de L-FABP dans des cellules HepG2, des
agonistes des PPARa sont mis en contact avec ces cellules a 50% de confluence, 24
heures aprés leur mise en culture. Ainsi, 0,5; 1 et 2 mM de Bezafibrate (Sigma-
Aldrich, Oakville, Ontario, Canada.) ou 0,15; 0,33 et 0,60 mM de WY 14.643 (Sigma)
préalablement dissous dans du DMSO « Diméthyl Sulfoxyde » sont ajoutés a ces
cellules pendant 72 heures (La concentration finale de DMSO est toujours inférieure
ou égale a 1%). Par la suite, les niveaux de L-FABP sont estimés par

immunobuvargage (Wolfrum et al. 1999).

2.12 Analyse statistique

En ce qui concerne [’analyse statistique, les moyennes et les erreurs types ont €té
calculées pour les données de chaque expérience. Les valeurs ont fait ["objet de
comparaisons grace au logiciel Graph Pad Prism 5.0 par un test de t de Student. Une
différence statistique entre deux valeurs est effective avec un p inférieur a 5%

(p<0.05).
2.13 Autres méthodes utilisées

Tous les dosages protéiques ont ét¢ réalisés selon la méthode de Lowry (Lowry et al.

1951).




3 RESULTATS

3.1 Impact des LDL sur les principaux acteurs de la captation de leurs esters de

cholestérol.

Dans e but de définir si les niveaux élevés de L-FABP retrouvés dans les cellules
surexprimant le SR-BI (Rhainds er al. 2004), notamment chez le clone S1.7, sont dus
aux acides gras dérivés des esters de cholestérol provenant de 1’activité de SR-Bl ou a
un autre facteur, des cellules HepG2 ont été exposées a différentes concentrations de
LDL durant des périodes de 2 et 24 heures. Par la suite, les ARNm extraits ont été
soumis a ’action de la transcriptase inverse. Une réaction de polymérase en chaine a
ensuite été effectuée afin de visualiser une éventuelle modulation des taux d’ARNm
de SR-Bl et de la L-FABP suite a ces traitements. Les résultats présentés a la figure 1
révelent que les quantités de LDL (50 et 250 ug/ml) mises en contact avec les cellules
n’ont provoqué aucune variation des taux d’ARNm de SR-BI et de la L-FABP. Le
contrle au niveau de la GAPDH permet de constater que la méme quantité de

produit de PCR a été chargée pour chaque échantillon.

La possibilité d’une activation post transcriptionnelle pouvant néanmoins étre
envisagée, des expériences de quantification des niveaux protéiques de la L-FABP et
du SR-BI ont été réalisées par immunobavardage (Fig.2). Sachant que le rLDL est
avec le SR-BI le principal récepteur prenant en charge les LDL et que son activité et
sa présence sont régulées a la hausse par un sevrage en lipoprotéines et a la baisse par
la présence, dans la cellule, de CL ou de CE (Srivastava er al 1995), le niveau
d’expression du rLDL a aussi été évalué (Fig.2). Préalablement a I’extraction des

protéines cellulaires totales, le traitement des cellules HepG2, avec 0 et 250 pg de
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Figure 1: RT-PCR des ARNm de SR-BI et de la L-FABP aprés une exposition de cellules
HepG2 a des LDL. Les cellules HepG2 dans des plats de culture de 60 mm ont ét€ incubées
avec 4 0, 50 et 250 ug de LDL/mI de milieu pendant 2 ou 24 heures & 37°C. Apres une
réaction de transcriptase inverse, les produits de réaction ont €té soumis a une PCR avec les
amorces et les cycles spécifiques aux ARNm recherchés. Cing ul de ces produits de PCR ont
été chargés sur un gel d’agarose a 2,5%. Les niveaux d’ARNm de la GADPH ont été évalués
a titre de contrdle expérimental. Les 4 essais réalisés ont présenté des résultats identiques.
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Figure 2 : Niveaux protéiques des rLDL, SR-B! et L-FABP aprés une exposition de cellules
HepG2 & des LDL. Les cellules dans des plats de culture de 35 mm ont été incubées avec 0 et
250 ug de LDL/ml de milieu pendant 1, 1.5, 2, 4, 8 heures a 37°C. Aprés une extraction
protéique, 50 pug de protéines des chaque extrait cellulaire ont été soumis a un SDS-PAGE,
puis transférés sur membrane de nitrocellulose. Les anticorps dirigés contres les protéines
cibles ont été appliqués préalablement a une révélation par chimiluminescence. Les niveaux
de B-Actine ont été évalués 4 titre de contrdle expérimental. Les 4 essais réalisés ont présenté
des résultats identigues.



protéines par ml de LDL, a été appliqué sur une période s’étendant de 0 a 24 heures.
Le contréle du niveau de la B-Actine permet de constater que la méme masse de
protéines a été chargée pour les immunobuvardages. En ce qui a trait aux protéines
ciblées par ces expériences, il apparait qu’aucun récepteur étudié ne démontre de

variations au niveau de son taux d’expression suite aux traitements.

Il est aussi possible de remarquer qu’un sevrage en lipides, méme aprés 24 heures n’a
eu aucun impact sur les taux des protéines observées. Des temps d’exposition entre 0
et 1 heure ont aussi €té testés, mais ils ont aussi suivi cette tendance. Ainsi,
I"hypothese d’une activation post transcriptionnelle de la L-FABP n’a pu étre révélée
par les traitements effectués. Suite & ces expériences, il est possible de dire, qu’une
exposition des cellules HepG2 4 250 pg de protéines par ml de LDL n’affecte pas
Pexpression du géne de SR-BI, et que "augmentation de la L-FABP retrouvée chez
les cellules surexprimant SR-BI n’est due, ni a une entrée des EC des LDL amenés

par SR-BI, ni aux acides gras issus de leur dégradation.
3.2  Surexpression de la L-FABP dans des hépatocarcinomes humains HepG2

Certaines des études effectuées sur les potentiels ligands de la L-FABP ont évoqué la
capacité de cette protéine a lier le cholestérol (Bass ef al. 1985 ; Vincent et Muller-
Eberhard, 1985). Nous avons donc voulu tester |’hypothése qu’une augmentation du
niveau d’expression de la L-FABP par une approche biotechnologique pouvait mener
a une augmentation de la capacité des cellules HepG2 a capter le cholestérol associé
aux lipoprotéines. Ainsi, une série de cellules HepG2 a été co-transfectée avec un
vecteur contenant I’ADNc de la L-FABP (F+) et pSV2-Néo, d’une part, et ce méme
vecteur vide (FO) et pSV2-Néo d’autre part. 1l a fallu plusieurs amplifications des
vecteurs avec différents protocoles de Maxiprep afin d’obtenir ia pureté nécessaire a
la transfection. C’est pourquoi quatre essais de transfection ont €té nécessaires. Suite

a des mises au point s’étalant sur plusieurs mois et a des semaines supplémentaires de
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Figure 3: Niveaux protéiques de SR-BI et de la L-FABP aprés transfection de cellules
Hep(G2 avec I’ADNc codant pour la L-FABP. Aprés une extraction protéique, 50 pg de
protéines de chaque extrait cellulaire ont été¢ soumis a un SDS-PAGE, puis transférés sur
membrane de nitrocellulose. Les anticorps dirigés contres les protéines cibles ont été
appliqués préalablement a une révélation par chimiluminescence. F+ étant utilisé pour
désigner un clone surexprimant de la L-FABP, FO pour un clone contréle, S1.7 pour un clone
surexprimant de SR-BI et G2 pour des cellules HepG2. Les 3 essais réalisés ont présenté des
résultats identiques.
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sélection, trente clones ont été prélevés, mis en culture et testés par
immunobuvardage dirigé contre la L-FABP et ce, pour les cellules devant
théoriquement surexprimer la L-FABP (F+) et les cellules contréles (F0). Au final,
quatre clones surexprimant la L-FABP et deux ciones controles ont été choisis en
fonction de leur taux d’expression de la L-FABP. Les immunobuvardages réalisés sur
les clones obtenus ont permis de visualiser ’expression de [a L-FABP et du SR-BI.
Le clone S1.7 qui, par défaut surexprime L-FABP, a été inclus dans ces expériences a

titre de comparatif.

Diftérents taux d’expression de la L-FABP sont observables chez les clones obtenus
apres sélection (Fig. 3). Le contrdle de la B-actine fait remarquer que la méme masse
de protéine a ét¢ utilisée pour chaque clone testé. Tel que rapportée par notre équipe
(Rhainds ef al. 2004), une forte expression de la L-FABP est observable chez le clone
S1.7. Dans ce cas précis (Tableau I), ce clone exprime 238% plus que la souche
sauvage HepG2. Les clones F+12 et F+14 surexpriment aussi la L-FABP, en
Poccurrence, respectivement, 210 et 173% plus que les cellules HepG2. Les contrdles
F0.3 et F0.4, quant & eux présentent des niveaux d’expression de I’ordre de 64 et
82%, qui s’averent étre plus proches de ceux de la souche sauvage. Notre technique
de détection permet de constater une plus forte expression de SR-BI de 'ordre de
220% chez le clone S1.7, en accord avec nos attentes (Rhainds et al. 2004). Toutefois
nous avons été surpris par I’augmentation observée dans les clones F+6 et F0.4
(Tableau I). En effet, ils montrent des niveaux d’expression respectifs de 121et 136%
supérieurs a celui de la cellule HepG2. Aussi, F+8 et F+14 sont les clones les plus
pauvres en SR-BI car ils expriment 37 et 46% des niveaux de la souche sauvage.
Enfin, on retrouve les clones F+12 et F0.3 avec 71 et 76% du niveau de SR-BI
retrouvé chez les cellules HepG2. C’est le clone F0.4, qui présente des profils
protéiques plus proches de ceux de la cellule HepG2, qui sera considéré comme

contrdle pour les expériences suivantes.



Tableaun III : Taux d’expression de la L-FABP et de SR-BI apreés la transfection de cellules
HepG2 avec I’ADNc codant pour la L-FABP. Aprés une extraction protéique, 50 pug de
protéines de chague extrait cellulaire ont été soumis a un SDS-PAGE, pvis transférés sur
membrane de nitrocellulose. Les anticorps dirigés contres les protéines cibles ont été
appliqués préalablement & une révélation par chimiluminescence. Un minimum de deux
prises de données chiffrées a ét¢ réalisé par densitométrie pour chacun des clones.

L-FABP SR-BI
Expression Expression
Erreur — Type Erreur — Type
Clone moyenne moyenne
Moyenne Moyenne
(%) (Vo)

G2 100 - 100 ]
S1.7 2384 21,8 219,6 8,2
F+6 1483 8,4 121,1 0,2
F+8 122,6 158 | 37,3 21,6
F+12 210,2 28,6 70,9 0,8

|

F+14 173,5 26,3 45,4 L 9,6
F0.3 63,9 62 | 759 | 12,8
F0.4 82,4 12,3 135,9 7




39

3.3 Impact de la L-FABP sur la captation sélective des esters de cholestérol

provenant des LDL

Pour déterminer "importance d’un éventuel impact de ja L-FABP sur la captation
sélective des EC des LDL, des expériences d’association ont été réalisées avec des
cellules HepG2 exprimant différents niveaux de L-FABP. L’étendue de la variation
de I’expression de la protéine ciblée au sein du groupe de cellules testées permettait
de savoir si une corrélation pouvait étre établie entre la L-FABP et ’association
lipidique des LDL chez les cellules HepG2. La figure 4 montre que le type S1.7
permet une association lipidique supérieure a celle du type sauvage (G2) et du type
F0.4, que Pon considére comme contrdles, de 140 et 160% respectivement.
Cependant, il est a noter que les autres cellules surexprimant la L-FABP (F+) ne
présentent pas de variation significativement différente de I’association lipidique. En
effet, pour les cellules exprimant le plus cette protéine (F+12 et F+14), des valeurs
d’association lipidique du méme ordre que ceiles du contrdie et du type sauvage sont
observées. Cela indique donc qu’il n’y aurait pas de lien direct entre ’expression de

la L-FABP et ’association lipidique des LDL.

Le lien entre I’association protéique des LDL (Fig. 5) et I’expression de la L-FABP a
€1€ aussi recherché par le biais d’essais d’association sur les mémes cellules. Ainsi,
uniquement les types S1.7 et F+6 différent significativement du contréle F0.4. En
effet, ils présentent une association protéique représentant respectivement 62 et 61%
plus que la valeur obtenue avec le contrdle FO.4. Cependant, si ’on compare a la
valeur obtenue avec la cellule HepG2, a part S1.7 et F+6 qui se démarquent de Ja
méme maniére, on observe aussi que le clone F0.3 montre une association protéique
significativement supérieure. Il est toutefois important de noter que les clones F+12 et
F+14, qui expriment fortement la L-FABP, présentent une association protéique
significativement inférieure a celle des clones S1.7 et F+6. Cependant, ces valeurs

d’association demeurent proches de celles du contrdle F0.4 et de la cellule HepG2.



40

B3 F0.4
B F03
3 S1.7
F+6
~ F+8
B3 F+12
& Ftid
G2

* %%

NN
7
G|

Association lipidique des LDL
)

Figure 4 : Association lipidique des LDL avec des cellules HepG2 exprimant la L-FABP a
différents niveaux. Les cellules dans des plats de cuiture de 12 puits ont ét€ incubées avec 20
ug de LDL marquées au niveau lipidique avec du *H-EC par ml de milieu pendant 4 heures a
37°C. En ajoutant des lipoprotéines non marguées (1,5 mg de protéines par ml), I’association
non spécifique est déterminée. La soustraction de cette derniére a I’association totale fournit
ainsi I’association lipidique spécifique des EC des LDL. Les valeurs des cellules contréles
(F0.4) ont été ajustées a 100%. Toutes les valeurs exposées ci-dessus sont exprimées en
moyennes = S.E.M, N=35. F+ désigne un clone surexprimant la L-FABP, FO un clone
contrdle, S1.7 un clone surexprimant SR-BI et G2 les cellules HepG2. (*) indique une
différence significative par rapport au contrdle: *** p < 0,0001.
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Figure 5: Association protéique des LDL avec des ceflules HepG2 exprimant la L-FABP a
différents niveaux. Les cellules dans des plats de culture de 12 puits ont été incubées avec 20
ug de LDL marquées a I’iode-125 par m! de milieu pendant 4 heures 4 37°C. En ajoutant des
lipoprotéines non marquées (1,5 mg de protéines par ml), ’association non spécifique est
déterminée. La soustraction de cette derniére a 1’association totale fournit ainsi I’association
protéique spécifique. Les valeurs des cellules controle (F0.4) ont été ajustées & 100%. Toutes
les valeurs exposées ci-dessus sont exprimées en moyennes + S.E.M. N =6. F+ désigne un
clone surexprimant la L-FABP, FO un clone contrdle, S1.7 un clone surexprimant SR-BI et
G2 les cellules HepG2. (*) indique une différence significative par rapport au contrdle: *p <
0,05.
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Figure § : Association des *H-EC provenant des LDL causée par la captation sélective chez
des HepG2 exprimant la L-FABP a différents niveaux. Les cellules dans des plats de culture
de 12 puits ont été incubées avec 20 pg de LDL marquées par m] de milieu pendant 4 heures
a 37°C. En ajoutant des lipoprotéines non marquées (1,5 mg de protéines par ml),
I’association non spécifique est déterminée. La soustraction de cette derniére & |’association
totale fournit ainsi ’association spécifique. Pour déterminer I’association spécifique des EC
des LDL due a la captation sélective, 1’association protéique est retranchée de [’association
lipidique (rapportés en ug par mg de protéines). Les valeurs des cellules contréle (F0.4) ont
été ajustées a 100%. Toutes les valeurs exposées ci-dessus sont exprimées en moyennes +
S.E.M. N=5. F+ désigne un clone surexprimant la L-FABP, FO un clone contréle, S1.7 un
clone surexprimant SR-BI et G2 les cellules HepG2. (*) indique une différence significative
par rapport au contrdle: *** p <0,0001.
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Aussi, on peut déduire que la L-FABP ne contribue pas a I’association protéique des
LDL. Finalement, les expériences d’association ont permis de quantifier I’impact de
’expression de la L-FABP sur Ia captation sélective des EC des LDL par la cellule
hépatique. Ainsi, la figure 6 permet de remarquer premiérement, que le type S1.7
capte respectivement 167 et 128% plus d’EC des LDL que le contréle F0.4 et que la
cellule HepG2. Deuxiémement, les autres types cellulaires surexprimant la L-FABP
sont tous significativement différents de S1.7 mais pas du contréle F0.4, ni de la
cellule HepG2. Ces résultats stipulent donc que la L-FABP ne contribue pas a la
captation sélective des EC des LDL.

3.4 Impact de la L-FABP sur la captation sélective des esters de cholestérol

provenant des HDL

Des expériences d’association ont aussi été réalisées avec des HDL. Le but étant de

verifier si la L-FABP contribue & ia captation des EC dc ces particules.

En ce qui concerne I’association lipidique, la figure 7 fait remarquer 3,1 fois plus
d’association chez le clone S1.7 par rapport au contrdle F0.4. Néanmoins, un des
clones générés par une transfection avec un vecteur vide (F0.3) montre une valeur
supérieure de 60% a celle du contréle. Comme pour les LDL, les cellules
surexprimant la L-FABP ne font pas varier significativement ’association lipidique
des HDL. En effet, les valeurs exprimées se rapprochent de celles du contrdle F0.4 et
de la celiule HepG2. La L-FABP n’influence donc pas ’association lipidique des
HDL.
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Figure 7: Association lipidique des HDL avec des cellules Hep(G2 exprimant la L-FABP a
différents niveaux. Les cellules dans des plats de culture de 12 puits ont é€té incubées avec 20
ug de HDL marquées au niveau lipidique avec du *H-ECt par ml de milieu pendant 4 heures
& 37°C. En ajoutant des lipoprotéines non marquées (1,5 mg de protéines par ml),
I*association non spécifique est déterminée. La soustraction de cette derniére & [’association
totale fournit ainsi 1’association lipidique spécifique des EC des HDL. Les valeurs des
cellules contréle (F0.4) ont été ajustées a 100%. Toutes les valeurs exposées ci-dessus sont
exprimées en moyennes + S.E.M. N=5. I+ désigne un clone surexprimant la L-FABP, FO un
clone contrdle, S1.7 un clone surexprimant SR-Bf et G2 les cellules HepG2. (*) indique une
différence significative par rapport au contréle: ** p < 0,01; *** p <0,0001.
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Figure 8 : Association protéique des HDL avec des cellules HepG2 exprimant la L-FABP 4
différents niveaux. Les cellules dans des plats de culture de 12 puits ont été incubées avec 20
ug de HDL marquées a I’iode 125 par ml de milieu pendant 4 heures a 37°C. En ajoutant des
lipoprotéines non marquées (1,5 mg de protéines par ml), I’association non spécifique est
déterminée. La soustraction de cette derniére a ’association totale fournit ainsi I’association
protéique spécifique des HDL. Les valeurs des cellules contrdle (F0.4) ont été ajustées a
100%. Toutes les valeurs exposées ci-dessus sont exprimées en moyennes + S.E.M. N=5. F+
désigne un clone surexprimant la L-FABP, F0 un clone contréle, S1.7 un clone surexprimant
SR-BI et G2 les cellules HepG2. (*) indique une différence significative par rapport au
controle: *p < 0,05.
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Figure § : Association des “H-EC provenant des HDL causée par la captation sélective chez
des HepG2 exprimant la L-FABP a différents niveaux. Les cellules dans des plats de culture
de 12 puits ont été incubées avec 20 pg de HDL marquées par ml de milieu pendant 4 heures
a 37°C. En ajoutant des lipoprotéines non marquées (1,5 mg de protéines par ml),
I’association non spécifique est déterminée. La soustraction de cette derniére a I’association
totale fournit ainsi I’association spécifique. Pour déterminer I’association spécifique des EC
des HDL due a la captation sélective, ’association protéique est retranchée de 1’association
lipidique (rapportés en ug par mg de protéines). Les valeurs des cellules contrdle (F0.4) ont
été ajustées a 100%. Toutes les valeurs exposées ci-dessus sont exprimées en moyennes +
S.E.M. N=5. F+ désigne un clone surexprimant la L-FABP, FO un clone contréle, S1.7 un
clone surexprimant SR-BI et G2 les cellules HepG2. (*) indique une différence significative
par rapport au controle: *** p <0,0001.
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L’expérience d’association protéique, représentée sur la figure 8, met en évidence la
capacité du clone S1.7 a lier significativement plus de HDL que le contréle F0.4. Plus
exactement, 189% de HDL se sont associées a ce type de cellules. Les clones
surexprimant la L-FABP ne se sont pas distingués au cours de cette expérience en ne
présentant pas de valeurs d’association protéique différentes de celles du contrdle
F0.4 et de la cellule HepG2. L’influence de la L-FABP sur I’association protéique des

HDL parait €tre inexistante.

L’impact de la L-FABP sur la captation sélective des EC provenant des HDL a pu
étre vérifié par le biais des expériences d’association menées précédemment. Sur la
figure 9, il apparait que seul le type S1.7 a la capacité de capter sélectivement plus
d’EC des HDL que les cellules contréles FO.4. Les cellules qui surexpriment la L-
FABP présentent, quant a elles, des taux de captation sélective similaires a ceux du
contrdle et de la cellule HepG2. A la lumiére des expériences d’association, que le
substrat provienne des LDL ou des HDL, il est clair que la L-FABP n’affecte

aucunement |a captation des esters de cholestérol par les hépatocarcinomes humains.

3.5 Contribution de la L-FABP a Phydrolyse des esters de cholestérol des LDL et
HDL

Notre groupe (Rhainds et al. 2004) ayant démontré grice a des traitements des
cellules avec de la chloroquine que fes EC provenant des LDL par le processus de
captation sélective étant majoritairement hydrolysés dans un compartiment
lysosomal, alors que ceux des HDL ne le sont qu’a 50%, nous avons également voulu
mettre a jour une éventuelle intervention de la L-FABP dans le processus de prise en
charge des EC des lipoprotéines par la cellule hépatique. Pour ceci des expériences
d’hydrolyse d’EC ont é1€ menées sur des HepG2 exprimant cette prot€ine a différents

niveaux. De plus, en présence ou en absence d’un trailement a la
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Figure 10 : Efficacité d’hydrolyse des esters de cholestérol des LDL par des cellules HepG2
exprimant la L-FABP a différents niveaux. Les cellules dans des plats de culture de 12 puits
ont été prétraitées (T) ou pas avec 100 pM de chloroquine pendant 1h, puis ont ét¢ incubées
avec, 20 pg de LDL marquées au niveau lipidique avec du H-EC, par m! de milieu pendant 4
heures & 37°C. En ajoutant des lipoprotéines non marquées (1,5 mg de protéines par ml),
I’association non spécifique est déterminée. La soustraction de cette derniére & [’association
totale fournit ainsi I’association lipidique spécifique des EC des LDL. Les lipides ont été
extraits, séparés par chromatographie sur couche mince. La radioactivité incorporée dans les
EC et le CL a été mesurée et le pourcentage d”hydrolyse calculé. Toutes les valeurs exposées
ci-dessus sont exprimées en moyennes + S.E.M. N=2. F+ désigne un clone surexprimant la
L-FABP, F0 un clone controle, S1.7 un clone surexprimant SR-BI, G2 les cellules HepG2 et
T un traitement & la chloroquine. (*) indique une différence significative par rapport a
’absence de traitement: *p < 0,05; ¥** p <0,0001
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chloroquine, il devenait possible de déduire si la L-FABP favorise une hydrolyse
intra ou extralysosomale. Ainsi, 20 pg/ml de LDL ou de HDL marquées avec des *H-
EC ont €té incubés avec des hépatocarcinomes humains surexprimant L-FABP, un
clone controle, et la cellule HepG2 pendant 4 heures a 37°C, en présence ou absence
de chloroquine. Tel que le démontre la figure 10, les taux d’hydrolyse des *H-EC
associés aux LDL, sont respectivement de I’ordre de 27% et 29% pour le contréle

F0.4 et la celluie HepG2.

Aucune variation significative des taux d’hydrolyse des EC des LDL n’a été
remarquée indépendamment des niveaux I’expression de la L-FABP. Ainsi, cette
protéine n’interviendrait pas au niveau de capacité de la cellule a hydrolyser les EC-
LDL. L’emploi de 100 mM d’un agent lysosomotrope comme la chloroquine a mené
a une réduction de I’hydrolyse des *H-EC des LDL. En effet, chez les clones F0.4,
F+12 et la cellule HepG2, I’hydrolyse a diminué de 75, 73 et 43%, respectivement.

En revanche, I’impact de la chloroquine est nul sur le clone S1.7.

Avec les HDL (Fig. 11), des valeurs similaires d’efficacité d’hydrolyse sont relevées
en absence de traitement. L’expression de la L-FABP n’affecte en rien ’hydrolyse
des EC des HDL. Cependant, le traitement & la chloroquine provoque aussi une
tendance a la diminution de I’hydrolyse. Les variations négatives observables sont de
I’ordre de 45% pour le contrdle F0.4, de 57% chez le clone S1.7, de 33% chez le
clone F+12 et de 25% pour la cellule HepG2. Il est 4 noter que la présence de
chloroquine n’aurait d’effet significatif sur ["hydrolyse des EC-HDL que chez le

clone S1.7.

Donc ces expériences ont confirmé dans d’autres clones cellulaires de cellules
HepG2, sauf S1.7. que les LDL empruntent plutdt la voie lysosomale et que les HDL
utilisent de préférence la voie extralysosomale. Elles ont aussi démontré que la L-

FABP ne module en rien ces voies d’hydrolyse.
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Figure 11 :Efficacité d’hydrolyse des esters de cholestérol des HDL par des cellules HepG2
exprimant la L-FABP a différents niveaux Les cellules dans des plats de culture de 12 puits
ont été prétraitées (T) ou pas avec 100 pM de chloroquine pendant 1h, puis ont été incubées
avec, 20 ug de HDL marquées au niveau lipidique avec du *H-EC, par m| de milieu pendant
4 heures a 37°C. Les cellules. En ajoutant des lipoprotéines non marquées (1,5 mg de
protéines par ml), [’association non spécifique est déterminée. La soustraction de cette
derniére a I’association totale fournit ainsi I’association lipidique spécifique des EC des HDL.
Les lipides ont été extraits et séparés par chromatographie sur couche mince. La radioactivité
incorporée dans les EC et le CL a été mesurée et le pourcentage d’hydrolyse calculé. Toutes
les valeurs exposées ci-dessus sont exprimées en moyennes £ S.E.M. N=2. F+ désigne un
clone surexprimant la L-FABP, FO un clone contrdle, S1.7 un clone surexprimant SR-Bl, G2
les cellules HepG2 et T un traitement a la chloroquine. (*) indique une différence
significative par rapport & I’absence de traitement: ¥* p < 0,01.
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3.6 Autres stratégies abordées

Afin de vérifier une implication de la L-FABP dans la captation des EC des LDL et
HDL, d’autres stratégies ont été abordées. Premiérement, nous avons voulu tester la
possibilité qu’une sous expression de la L-FABP aurait eu un impact sur la gestion
des LDL- et HDL-CE. En effet cette possibilité subsistait dans le cas ou le taux
d’expression de la L-FABP dans les cellules contrdles était déja optimal et ne laissait
pas de place a la détection de I’effet d’une sur-expression. La stratégie s’est orientée
vers une interférence @ ’ARN de la protéine cible. En effet, en interrompant la
production de la L-FABP et en faisant des tests d’association et d’hydrolyse des EC,
il aurait peut-étre été possible de démystifier le role exact de cette protéine dans les
réactions nous intéressant. Ainsi, des duplexes de petits ARN interférents a la
séquence d’ARN cible ont été transfectés dans des cellules HepG2 une fois par jour
pendant 2 ou 3 jours consécutifs, en faisant varier la quantité d’agent de transfection.
Les résuitats issus de ce protocole demeurent touiefois préliminaires dans la mesure
ot Ieffectivité des nombreuses optimisations apportées depuis n’a pu étre
investiguée. La Fig. 12 a la page 62 montre ’expression de la L-FABP en fonction du
traitement subi par les cellules et le tableau 1l fournit une idée chiffrée de I'impact de
ce traitement. Les deux séquences interférentes ont sensiblement produit les mémes
taux de réduction. Notamment, avec 6 pl d’agent de transfection par pg d’ADN, pour
les séquences 2 et 3 ; 24,6 et 25,4% de diminution d’expression de la L-FABP par
rapport au niveau de la cellule HepG2 ont été remarqués. Le meilleur résultat obtenu,
s’avere €tre en présence de 12 ul d’agent de transfection par pg d’ADN. En effet,
dans ces conditions, la réduction de I’expression a été respectivement de 33,6 et

35,8% pour les séquences 2 et 3.

Parallélement, une stimulation de ’expression de la L-FABP par le biais d’exposition
a des agonistes spécifiques des PPARa a été tentée. Ainsi, du Bezafibrate et du WY

14.643 ont été utilisés a ces fins. Pendant 3 jours, des cellules HepG2 ont été
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Figure 12 : Niveaux protéiques de la L-FABP et de ]a B-actine au niveau des cellules HepG2
aprés I’application d’une stratégie d’interférence 4 I’ARNm codant pour la L-FABP. Les
cellules dans des plats de culture de 12 puits ont été mises en contact avec le mélange
séquence interférente-agent de transfection pendant 48 heures. Aprés une extraction protéique
cellulaire, 50 pg de protéines de chaque extrait ont été soumis & un SDS-PAGE, puis
transférés sur membrane de nitrocellulose. Les anticorps dirigés contres les protéines cibles
ont été appliqués préalablement & une révélation par chimiluminescence. G2 représente le
résultat obtenu pour les cellules HepG2, CTL- représente le résultat d’une transfection avec
une séquence non interférente. Le premier chiffre des autres identifications représente le
volume en pl d’agent de transfection par pg d’ADN et le deuxiéme, le numéro de la séquence
interférente.
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Tableau 1V:Taux d’expression de la L-FABP au niveau cellules HepG2 aprés interférence a
I’ARNm codant pour la L-FABP. Les cellules dans des plats de culture de 12 puits ont été
mises en contact avec le mélange séquence interférente-agent de transfection pendant 48
heures. Aprés une extraction protéique, 50 pug de protéines de chaque extrait ont été soumis a
un SDS-PAGE, puis transférés sur membrane de nitrocellulose. Les anticorps dirigés contres
les protéines cibles ont été appliqués préalablement & une révélation par chimiluminescence.
La prise de données chiffrées a été réalisée par densitométrie. G2 représente le résultat obtenu
pour les cellules Hep(G2, CTL- représente le résultat d’une transfection avec une séquence
non interférente. Le premier chiffre des autres identifications représente le volume en pl
d’agent de transfection par ug d’ADN et le deuxiéme, le numéro de la séquence interférente.

] # Séquence Quantité (ug) d’agent de Expression
Echantillon
SiRNA utilisée transfection par pg d’ADN (%)
G2 - 0 100
Controle
- 12 90,4
¢
32 2 3 88,6
6 2 2 6 75,4
12 2 2 12 66,4
33 3 3 71,6
63 3 6 74,6
12 3 3 12 64,2
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exposées a | mM de Bezafibrates et 0,33 mM de WY 14.643 avant une extraction des
protéines celiulaires totales. Les lysats recueillis devaient étre utilisés pour une

estimation de I’expression de la L-FABP par immunobuvardage.

Ces deux stratégies n’ont pu étre menées a terme a cause de la difficulté rencontrée

pour obtenir de nouveau des anticorps fonctionnels spécifiques & la L-FABP. Aprés

des mois d’attente de production des anticorps anti-L-FABP par la compagnie

Abnova, puis de tentatives de mise au point d’un protocoie efficace avec trois autres

anticorps commerciaux, il a fallu se résigner a devoir mettre de coté ces expériences
)

et leur optimisation tout en sachant gu’elles auraient peut-8tre apporté une

contribution majeure a ce projet.



4 DISCUSSION

4.1 Impact des LDL sur les principaux acteurs de la captation de leurs esters de

cholestérol,

Les résultats présentés dans les figures 1 et 2 révelent que les quantités de LDL (50 et
250 pg/ml) mises en contact avec les cellules n’ont provoqué aucune variation
significative ni au niveau des taux d’ARNm de SR-Bi et de ia L-FABP, ni en ce qui
concerne ’expression protéique des L-FABP, SR-BI et rLDL. Un aspect de cette
situation a €té mis en évidence par Havekes ef al. (1986) et Tam et al. (1991) qui
indiquaient une tres faible modulation de I’expression du rLDL par les EC-LDL et le

25-OH cholestérol chez les cellules HepG2. Havekes et al. (1987) révelent que

Ainsi, les EC-LDL, une fois captés, sont dirigés majoritairement vers des stocks de
cholestéro] estérifié ou d’autres stocks que celui du cholestérol libre qui régule
Pexpression du rLDL. Lombardi ef al. (1993) remarquent aussi chez les cellules
HepG2, un faible rendement dans le processus de dégradation lysosomale des LDL

qui contribue a justifier le faible impact des EC-LDL sur I’expression du rL.DL.

En ce qui concerne SR-BI, I’expression de ce récepteur apres exposition aux EC-LDL
n’a pas €ét€¢ documentée. Cependant, 1’absence de réponse du SR-B} en ARNm ou en
protéine est justifiable. En effet, bien qu’ayant la capacité de capter sélectivement les
EC-LDL (Stangl et al. 1999), SR-BI n’est pas régulé par le flux de cholestérol entrant
dans le foie, comme I’ont suggéré Wang et al. (1996) et Spady et al. (1998).
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Les taux de L-FABP n’ont pas varié suite a ce méme traitement aux EC-LDL. La
captation et la dégradation des LDL engendre des acides gras (Brown et Goldstein,
1985) qui activent les PPARa (Clarke et Jump, 1996; Kliewer er al
1997) et par conséquent les génes de la L-FABP (Meunier-Durmort ef al. 1996) et du
SR-BI (Malerad et al. 2003 ; Lopez et McLean, 2006). Le faible rendement de
dégradation lysosomale des LDL montré par Lombardi es al. (1993) et le fait que
70% des LDL sont pris en charge par le rLDL (Havekes ef al. 1987) peuvent tout a
fait justifier I’absence de réponse de la L-FABP. En effet, dans ce processus
métabolique, la réaction limitante étant celle qui fournit les acides gras, activateurs
des génes de la L-FABP, il n’est pas anormal qu’une absence de modulation de cette

protéine suite a une exposition aux LDL soit remarquée.

4.2 La surexpression de la L-FABP dans des hépatocarcinomes humains HepG?2

r’affecie pas les niveaux d’expression de SK-BI.
Rhainds et al. (2004) ont démontré que la surexpression de SR-BI dans des cellules
Hep(G2 entraine une augmentation des taux de la L-FABP soutenant que SR-BI par ce
fait, module indirectement le métabolisme des acides gras. D’aprés les données
obtenues (Tableau I), cette réaction n’est effective que dans un sens. En effet, la
surexpression la L-FABP dans des HepG2 n’occasionne pas nécessairement
d’augmentation des taux de SR-BI exprimés. La L-FABP se contente donc de traiter
les acides gras issus de I’hydrolyse des esters de cholestérol des LDL et HDL captés
par SR-BI, les menant ensuite a la mitochondrie en vue d’une B-oxydation. La L-
FABP serait ainsi dépendante du rendement et de 1’expression de SR-B1I dans le cadre

du métabolisme du cholestérol.
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4.3 Impact de la L-FABP sur la captation sélective des esters de cholestérol

provenant des LDL et HDL

Plusieurs études ont préalablement démontré que Passociation aux cellules et la
captation sélective des EC des LDL (Swarnakar ef al. 1999 ; Rhainds ef al. 2004) et
des HDL (Connelly et al. 2003 ; Rhainds er al. 2004) sont proportionnelles au niveau
d’expression de SR-BI. Les figures 4 4 9 ont confirmé la prévalence de I’expression
de SR-BI sur celle de la L-FABP dans le processus de captation sélective des EC des
LDL et des HDL. En effet, en présence de LDL ou de HDL les rendements
d’association et de captation sélective sont dépendants de la quantité de SR-BI
exprimés. Par exemple, en comparant les clones S1.7 et F+12, qui expriment
respectivement 2,4 et 2,1 fois plus de L-FABP que des HepG2, la différence de
rendement observée sur les figures 4 a 9 illustre parfaitement le role de SR-BI dans
ces processus. Rhainds er al. en 2004, avaient déja remarqué ces corrélations entre
i"association iipidique, prot€ique et la captation séiective et ies taux de SR-BI
exprimés. Il est ainsi normal que les clones exprimant le plus SR-BI soient les plus
performants une fois exposés aux EC. D’ailleurs, les réponses faibles des clones
possédant des hauts niveaux de L-FABP seuls, lors de cette expérience, soulignent le
fait que cette protéine interviendrait aprés le processus de captation sélective afin de
prendre en charge les EC ou AG issus de a captation sélective. Cela met en évidence
le fait que la L-FABP est tributaire de I’expression ou du rendement de SR-BI et que

ce demier est I’élément limitant de ce processus.

4.4 Contribution de la L-FABP a I’hydrolyse des esters de cholestérol des LDL et
HDL

[l est acquis, selon plusieurs études que les EC des LDL internalisés par le rLDL sont

hydrolysés par la cholestéryl ester hydrolase acide lysosomale (ACEH) (Brown et
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Goldstein, 1984 ; Brown et Goldstein, 1986). En ce qui concerne les EC des HDL
pris en charge par SR-BI, leur hydrolyse est extralysosomale et est réalisée par une
hydrolase neutre (NCEH) (De Lamatre e/ al. 1993 ; Shimada et al. 1994). Les
expériences menées ici ont confirmé ce qui a €té indiqué par la littérature. En effet,
’impact de la chloroquine comme agent lysosomotrope sur I’hydrolyse des EC des
LDL a été considérable sur les cellules ayant des taux relativement normaux de SR-
BI (Fig. 10). La conséquence quasi inexistante de I’emploi de chloroquine sur le
clone surexprimant SR-BI lors de I’hydrolyse des EC des LDL met en avant la
propension de ce récepteur a prendre en charge ces esters de cholestérol des LDL

lorsque la voie d’hydrolyse lysosomale est bloquée ou saturée (Connelly ef al. 2003).

L’hydrolyse des EC des HDL n’a pas été statistiquement différente chez tous les
clones soumis a un traitement a la chloroquine. Toutefois, la baisse drastique
d’hydrolyse observée chez le clone surexprimant SR-BI n’illustre que trop, comme
Pont fait remarquer Rhainds ef al. {1999), la possibilité d’utilisation par les EC des
HDL Ies voies lysosomales et extralysosomales. La partie protéique des HDL est
faiblement dégradée tandis que les EC qui la composent sont hydrolysés a I’intérieur
ou I’extérieur des lysosomes. Alors que les EC et protéines des LDL sont dégradées

de fagon efficiente dans les lysosomes.

Cependant, la voie d’hydrolyse des EC, qu’ils proviennent des LDL ou HDL, n’a été
affectée en aucun cas chez les clones surexprimant la L-FABP. Cela révele
I’exclusivité du SR-BI a prendre en charge le cholestérol provenant des lipoprotéines
et ce méme si la L-FABP a les capacités de lier ce substrat iz vitro (Bass ef al. 1985 ;
Vincent et al. 1985). De plus, elle n’influe aucunement sur les voies d’hydrolyse des

EC.
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4.5 Interférence a I’ARNm de la L-FABP et effet des agonistes des PPARa

Lors de ces expériences, des diminutions d’expression de ['ordre de 35% ont été
atteintes. La L-FABP représentant entre 2 et 5% des protéines cytoplasmiques dans
les hépatocarcinomes humains (Thompson et al. 1999), une plus grande diminution
de son expression serait préférable afin de pouvoir vérifier le role de cette protéine
dans le processus de captation sélective des EC des lipoprotéines. Sachant que la
demi-vie de cette protéine est de 3,1 jours (Bass ef al. 1985) et dans le but d’obtenir
des diminutions d’expression plus importantes, des temps de traitement plus longs ont
¢ié préconisés de fagon a ce que ia séquence interférente iie le plus d’ARNm de la L-
FABP possible. En ce qui concerne les cellules traitées aux agonistes des PPARa, il
aurait été intéressant de vérifier I’impact de ces substances sur ’expression, des
récepteurs étudiés, de la L-FABP et de constater la portée des modulations attendues
sur les processus faisant partie intégrante du métabolisme du cholestérol. Cependant,
la mise au point du protocole d’immunodétection de la L-FABD, qui s’avere étie
I’expérience faisant la preuve de I’effectivité de la technique d’interférence a ’ARN

ou de la stimulation par les agonistes des PPARaq, n’a pas pu étre menée a terme.



5 CONCLUSION

La surexpression de ja L-FABP n’a pas montré d’effet sur les rendements et taux de
captation sélective des LDL et HDL. De plus, il n’y a pas eu d’impact sur les voies
d’hydrolyse empruntées par les EC des LDL et HDL. Cependant, la forte expression
basale de la L-FABP constatée dans les cellules HepG2 ne suffirait elle pas a
expliquer a elle seule ’absence d’impact de la surexpression de cette protéine sur la
captation des EC des LDL et HDL. Ainsi, le pool de L-FABP intracellulaire basal
disponible fournirait une réponse amplement suffisante en cas d’entrée subite d’EC

dans la cellule.

L’impact d’une faible expression de la L-FABP sur la captation sélective des LDL et
HDL reste toujours inconnu mais devrait néanmoins susciter un certain attrait, tout
comme 1’implication d’autres transporteurs de stérols et d’acides gras dans le
métabolisme du cholestérol face, & une exposition aux lipoprotéines de faible et de

forte densité, et a la diminution de la L-FABP.

Le SCP-2 « Sterol Carrier Protein 2 » est connu pour sa capacité a lier le cholestérol
membranaire, mais il ne demeure pas moins un transporteur possédant des ligands en
commun avec la L-FABP (Schroeder et al. 1998 ; Starodub et al. 2000). Avec un
poids de 15 kDa, cette protéine a montré une forte implication dans le transport du
cholestérol. Son expression a provoqué une modulation du trafic du cholestéro} dans
la cellule, non seulement au niveau membranaire, mais tout particuliérement aupres
du cholestérol nouvellement synthétisé (Puglielli et al. 1995). Murphy et Schroeder
(1997) ont relevé une augmentation de la captation du cholestérol exogéne chez des
cellules surexprimant SCP-2, par stimulation du trafic de ce dernier de la membrane

plasmique aux microsomes. Avec toutes ces observations, il serait judicieux de se
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pencher vers ce transporteur de stérols pour une éventuelle participation dans la

captation des esters de cholestérol provenant des lipoprotéines.
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