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RESUME

Il est connu que la grosseur d’une lipoprotéine est déterminée par sa composition
lipidique. Celle-ci peut étre modifiée par la captation sélective d’esters de
cholestérol (EC) par le scavenger receptor class B type I (SR-BI). Comme montré
par Brodeur et al. (2005), la captation sélective permet de diminuer la taille de la
lipoprotéine de faible densité (LDL). Il devenait donc important de déterminer si
la perte d’esters de cholestérol, subséquente a la captation sélective par SR-BI,
permettrait une modification assez importante de la LDL afin de favoriser le
métabolisme de la lipoprotéine par la voie de captation globale. Les sous-classes
de LDL ont une composition lipidique différente. Cette différence pourrait étre
produite par une activité¢ plus ou moins grande de captation sélective par le SR-BIL.
Les sous-classes ont été caractérisées par dosage enzymatique, migration sur gel
et essai in vitro sur la lignée cellulaire Hep G2. Par la suite, le but était de
développer un modele in vitro, chez des cellules Hep G2, et in vivo, chez des rats
Sprague-Dawley, des souris CD1 et chez des souris C57BL/6, pour permettre la
production de LDL étant appauvries en EC par la captation sélective. Pour ce
faire, des LDL ont été exposées a des cellules Hep G2 ou encore injectées dans
’animal puis récupérées par ponction cardiaque pour ensuite &tre & nouveau
isolées. Les LDL modifiées in vivo et in vitro ont été caractérisées par dosage
enzymatique, migration sur gel et essai in vitro sur la lignée cellulaire Hep G2.
L’¢tude des sous-classes a démontré qu’une diminution en EC permet une
augmentation de la captation globale en augmentant ’association protéique et la
dégradation de la sous-classe III. Ceci est bénéfique pour I’organisme. Pour ce qui
est de la portion de I’étude in vitro, celle-ci n’a pas donné de résultats concluants.
Cette production de LDL a permis de diminuer la quantit¢ d’EC composant la
LDL. Par contre, cette diminution est observable tant en présence qu’en absence
de cellules Hep G2. Donc cette diminution n’est pas nécessairement due a |’action
de la captation sélective. La production in vivo de LDL appauvries en EC chez le
rat Sprague-Dawley a démontré une diminution de la quantité d’EC composant les
lipoprotéines. Par contre, cette diminution s’accompagne d’une forte diminution
en triglycérides (TG) due a I’activité de la lipoprotéine lipase qui est présente dans
I’animal. La diminution en TG ne voulant pas étre étudiée, ceci faisait du rat un
modele moins intéressant a utiliser. La souris CDI1 a elle aussi permis la
production de LDL appauvries en EC, par contre si 1’on regarde au niveau de ses
caractéristiques celles-ci sont plus chargées, ce qui pourrait indiquer un début
d’oxydation et un métabolisme dont la captation globale serait diminuée et la
captation sélective augmentée. Ainsi, en se fiant aux résultats des sous-classes, la
captation sélective serait bénéfique pour le métabolisme des LDL. Par contre, les
résultats obtenus par la production in vivo semblent dire que les LDL produites
sont plus susceptibles a I'oxydation, ce qui serait néfaste.

Mots clés : LDL, SR-BI, captation sélective, oxydation, sous-classe



INTRODUCTION

CHAPITRE |

ETAT DES CONNAISSANCES

1.1 LES LIPIDES

Les lipides sont des molécules essentielles a la vie. lIs se divisent en deux grandes
catégories le cholestérol et les triglycérides. Le cholestérol est un précurseur des
acides biliaires indispensables a la digestion des lipides, c’est aussi la molécule
d’ou dérivent les hormones stéroides. Il participe également a la structure des
membranes des cellules. Il se retrouve sous la forme libre, cholestérol libre (CL)
ou encore la fonction OH du cholestérol peut €tre estérifi€e par un acide gras qui
rend la molécule totalement insoluble dans V'eau, cholestérol estérifié (EC). Les
triglycérides jouent quant a eux un rdle important en fournissant I’énergie. Ils sont
aussi stockés par des cellules spécialisées, les adipocytes, qui forment le tissu
graisseux. Ces deux types de lipides ne sont pas solubles dans I’eau il circule dans

le sang toujours au sein d’une protéine particuliere appelée lipoprotéines.

1.2 LES APOLIPOPROTEINES (apo)

Les apo jouent principalement un réle dans le transport et la distribution des
lipides aux différents tissus de 1’organisme. Elles peuvent aussi agir comme
cofacteur pour les enzymes du métabolisme lipidique (Havel er al. 1980) et

participer dans le maintien de la structure des lipoprotéines (Mahley et Innerarity

1983).

1.2.1 Les apo A

Les apo A sont produites par le foie et les intestins (Zannis et al. 1980, Zannis et

al. 1982). Elles existent sous trois formes : apo Al (28 kDa), apo All (8,7 kDa) et



apo AlV (43,3 kDa) (Heller et al. 2005). L’expression de ces apo peut étre régulée
positivement par un repas riche en lipides au niveau des cellules intestinales
(Mahley et al. 1984). Par contre, I’augmentation de lipides dans le sang ne semble
pas influencer leur production au niveau du foie. L’apo Al a la capacité d’activer
la lécithine-cholestérol acyltransférase (LCAT) vu en détail dans la section 1.3.5
sur les HDL (Fielding ef al. 1972, Mahley ef al. 1984), une enzyme qui permet la

transformation du CL et de I’acide gras de la lécithine en EC (Jonas 2000).

1.2.2 Les apo B

Les apo B sont connues pour leur rdle essentie]l dans la formation des
lipoprotéines riches en TG tels que les chylomicrons (CM) et les lipoprotéines de
tres faible densit€ (very low density lipoprotein, VLDL) (Hamilton et al. 1998).
Les apo B existent sous deux formes : I’apo B-100 (549 kDa) qui est synthétisée
par le foie et I’apo B-48 (264 kDa) dont la synthése se fait au niveau des intestins
(Cardin et al. 1986). L’apo B-48 est produite par la modification d’une base par
I’apolipoprotein B mRNA editing enzyme (apobecl) sur ’ARNm de I’apo B-100
dans le noyau des cellules (Chan er al. 1997). La modification est faite sur le
codon CAA qui code pour la glutamine 2153, celui-ci est modifié en UAA qui
code pour un codon stop (Zhong et al. 2006). Ceci permet I’obtention d’une apo B
plus courte que I’apo B-100 qui ne contient plus la portion qui se lie au récepteur
de LDL (rLDL). Dans les intestins de la majorité des mammiferes, ’ARNm de
’apo B se trouve entre 70 et 95% modifi€ pour produire de I’apo B-48. Par
contre, au niveau du foie, les humains n’ont que des traces d’ARNm d’apo B-48
par rapport a 60 a 70% chez les rats et souris (Chan et al. 1997). L’apo B-48 est le
constituant principal des chylomicrons tandis que I’apo B-100 est un constituant
obligatoire des VLDL, des lipoprotéines de densité intermédiaire (intermediary
density lipoprotein, IDL) et des lipoprotéines de faible densit€é (low density
lipoprotein, LDL). Cette prot€ine augmente les risques d’athérosciérose en étant
facilement modifiable par le clivage des protéases et I’oxydation (Chapman et
Kane 1975, Margolis et Langdon 1966, Mahley et al. 1984, Innerarity er al.
1984).



1.2.3 Les apo C

Les apo C sont produites en grande partie par le foie et un peu moins par I’intestin
(Krause et al. 1981, Wu et Windmueller 1979). Elles jouent un role d’activateur
de la LCAT (Jonas et al. 1984.). Les apo C ont la capacité de se redistribuer vers
des CM et des VLDL qui sont riches en TG. Trois types d’apo C sont connus :
apo CI (6,6 kDa), CII (8,9 kDa) et CIII (8,7 kDa) (Heller et al. 2005). L apo CII
est un cofacteur enzymatique qui permet l’activation de la lipoprotéine lipase
(LPL) (Havel et al. 1970, LaRosa et al. 1970, Mahley et al. 1984) qui hydrolyse
les TG. La LPL sera vue plus en détails un peu plus loin dans la section 1.5.1. Les
TG deviennent alors des acides gras libres (Mahley e al. 1984). L apo CIII est
I’apo C la plus abondante (Nestel et Fidge 1982). Celle-ci nuit a la liaison des
lipoprotéines aux rLDL et inhibe I’activité de la LCAT (Mabhley er al. 1984).

1.2.4 L’apo E

L’apo E (34,2 kDa) est reconnue par le récepteur de LDL (rLDL) et le récepteur
des chylomicrons, aussi connu sous le nom de LDL receptor-related protein
(LRP) (Heller et al. 2005, Innerarity et al. 1984, Mahley et al. 1984). L’affinité de
I’apo E a ses récepteurs est grande, ce qui permet un métabolisme plus rapide des
lipoprotéines contenant cette protéine par rapport aux autres. De plus, cette
protéine permet I’intégration d’un plus grand nombre de molécules d’EC dans la
lipoprotéine en stabilisant I’enveloppe amphiphile, ce qui permet a la lipoprotéine
d’incorporer plusieurs couches superposées d’EC au sein du cceur hydrophobe

(Mabhley et al. 1984).

1.3 LES LIPOPROTEINES

Les lipoprotéines sont des macromolécules hydrophiles constituées
d’apolipoprotéines et de lipides. Le cceur lipidique hydrophobe des lipoprotéines
est constitué d’EC et de TG. Celui-ci est recouvert d’une enveloppe amphiphile
dont les constituants principaux sont les phospholipides, le cholestérol non-
estérifi€é et les apolipoprotéines. Ces derniéres conférent a chaque édifice

lipoprotéique ses propriétés fonctionnelles et son devenir métabolique.



Les lipoprotéines peuvent étre classées soit par leurs grosseurs (Krauss et Burke
1982), densités, contenus en apolipoprotéines (Alaupovic 1991) ou encore suivant
les trois criteres réunis (Campos et al. 2001). Voici les cing classes avec leurs
noms les plus fréquemment utilisés : CM (d=0,93 g/mL), VLDL (d=1,006 g/mL),
IDL (d=1,006-1,019 g/mL), LDL (d=1,019-1,063 g/mL) et les HDL (d=1,063-
1,21 g/mL) (Mahley et al. 1984).

1.3.1 Les CM

Les CM assurent le transport de TG provenant de la diete. Ce sont les plus grosses
lipoprotéines ayant une densité de 0,93 g/mL et un diametre de plus de 100 nm
(Mabhley et al. 1984). Ces lipoprotéines sont synthétisées par I’intestin (Hamilton
et al. 1998) et leur composition est de 86% de TG, 3% d’EC, 2% de CL, 7% de
PL et 2% de protéines. Les CM contiennent des apo A, C, B-48 et E (Mahley et
al. 1984). L’apo B-48 est nécessaire a la synthése des CM (Hamilton et al. 1998,
Malloy et Kane 1982).

1.3.2 Les VLDL

Les VLDL sont surtout chargées du transport endogene de TG mais peuvent aussi
participer dans le transport des EC. Cette catégorie de lipoprotéine a une densité
plus petite que 1,006 g/mL et un diametre de 30 a 90 nm (Malhey et al. 1984).
Elles sont constituées de 58% de TG, 8% d’EC, 6% de CL, 17% de PL et 11% de
protéines (Berneis et Krauss 2002). La protéine la plus importante pour la
fonctionnalité de cette lipoprotéine est I’apo B-100 mais des apo C et E sont aussi
présentes (Bjorkegren er al. 1998, Mahley et al. 1984, Malloy et Kane 1982).
Elles sont surtout produites par les hépatocytes (Hamilton et al. 1998) et peuvent
étre transformées en IDL par ’action de la LPL qui hydrolyse les TG en acides
gras libres qui ne font plus partie de la lipoprotéine (Mahley et al. 1984). Cette

perte de TG diminue la grosseur de la lipoprotéine, ce qui la rend plus dense.



1.3.3 Les IDLL

Les IDL servent pour le transport des TG et des EC. Ces lipoprotéines sont créées
par la modification des VLDL suite a I’action de la LPL qui provoque
I’augmentation de la densité entre 1,006-1,019 g/mL (Mahley et al. 1984). Elles
contiennent environ 16% de TG, 35% d’EC, 10% de CL, 21% de PL et 17%
d’apo B-100 et E (Berneis et Krauss 2002). Les IDL peuvent, comme les VLDL,
perdre des TG par I’hydrolyse effectuée par la LPL et par celle de la lipase

hépatique et ainsi se transformer en LDL (Mabhley et al. 1984).

1.3.4 Les LDL

Les LDL transportent surtout les EC et aussi des TG. Les LDL ont une densité
située entre 1,019-1,063 g/mL et un diametre entre 21 et 29 nm (Teng et al. 1983).
Elles sont composées de 50% de CL et d’EC, 25% de protéines, 20% de PL et 5%
de TG (Teng et al. 1983). La masse de protéines se compose a 95% d’apo B-100
(Campos et al. 1992). C’est cette apo B-100 qui est reconnue par le rLDL. Plus les
LDL ont de TG et d’EC, plus elles ont du volume et moins elles sont denses.
Ainsi, il est possible de diviser les LDL en plusieurs sous-groupes selon la
composition en lipides tels que : les grosses nommées LDL1 (26,6-28,5 nm), les
intermédiaires nommées LDL.2 (25,6-26,5 nm) et les petites ¢’est-a-dire les LDL3
(22-25,5 nm de diameétre). On peut aussi classer les LDL en deux phénotypes : le
A (plus de 25,5 nm) et le B (25,5 nm ou moins) (Hoefner et al. 2001). La plus

commune des deux classifications est la premiere et sera celle utilisée ici.

1.3.4.1 Les LDL1

Les LDL1 sont composées de 7% de TG, 43% d’EC, 9% de CL, 22% de PL et
18% de protéines. Elles ont une densité variant entre 1.026 et 1.032 g/mL et un

diametre variant entre 272 et 285 A (Berneis et Krauss 2002, Campos et al. 1996).

1.3.4.2 Les LDL2

Les LDL2 sont composées de 4% de TG, 45% d’EC, 10% de CL, 23% de PL et

19% de protéines. Elles ont une densité entre 1,032 et 1,038 g/mL et un diameétre



entre 256 et 272 A (Berneis et Krauss 2002, Campos et al. 1996). Ce sont ces
LDL qui ont le plus d’affinité pour le rLDL (Nigon et al. 1991).

1.3.4.3 Les LDL3

Les LDL3 sont composées de 3% de TG, 46% d’EC, 8% de CL, 21% de PL et
22% de protéines. Elles ont une densité de 1,038 et 1,050 g/mL, un diamétre entre
242 et 256 A et représentent 65% de la totalité des LDL (Berneis et Krauss 2002,
Campos et al. 1996). Elles sont plus facilement oxydées que les autres sous-
classes de LDL (Tribble 1995, Tribble et al. 2001). L’oxydation des LDL, qui est
expliquée avec plus de détail dans la section sur I’oxydation des lipoprotéines, a
comme effet de diminuer I’affinité de la lipoprotéine pour le rfLDL (Witztum et
Steinberg 1991), ce qui diminue son catabolisme et augmente donc sa
concentration dans la circulation sanguine (Alabakovska er al. 2004). Ayant
moins d’affinité pour le rLDL, les LDL oxydées (LDL-o0x) sont surtout €liminées
de la circulation par les macrophages et les hépatocytes via des récepteurs
éboueurs (scavenger) (Alabakovska et al. 2004). La captation de LDL par les
macrophages est associée a la formation de plaques athérosclérotiques. Les
personnes ayant une alimentation faible en gras ont donc tendance & avoir une
majorité de LDL3 (Campos er al. 1992). La faible quantité de lipides a transporter
permet aux LDL de contenir moins de TG et d’EC en leur cceur hydrophobe, ce

qui fait d’elles des LDL plus petites et donc plus denses (Campos et al. 1992).

1.3.5 Les HDL

Les HDL sont en charge du transport des EC comme le font les LDL. Elles sont
considérées comme des lipoprotéines anti-athérogéniques (Eisenberg 1984).
Celles-ci, sous la forme native, proviennent du foie, des intestins et de la lipolyse
intravasculaire des lipoprotéines riches en TG (CM et VLDL). Elles ont une
densité variant entre 1,063-1,21 g/mL et un diametre allant de 8 et 12 nm (Mabhley
et al. 1984). Les HDL natives sont constituées de phospholipides et d’apo Al
Celles-ci peuvent évoluer en HDL3 (3% de TG, 13% d’EC, 4% de CL, 25% de
PL et 55% de protéines) puis en HDL2 (5% de TG, 17% d’EC, 5% de CL, 55% de



PL et 40% de protéines) en incorporant principalement des molécules de CL qui
sont par la suite estérifiées par la LCAT (Mahley et al. 1984). Les HDL?2 et 3 sont
composées généralement d’apo Al, All et C (Eisenberg 1984). L’action de la
protéine de transfert du cholestérol estérifi€ (CETP) permet aux HDL2 d’échanger
des EC contre des TG avec des lipoprotéines de plus faible densité (Guerin et al.
1994). Une fois les TG intégrés dans la HDL2, la LPL diminue la grosseur de la
HDL en hydrolysant ces TG ce qui les éliminent de la lipoprotéine. 1l est ainsi
possible pour la HDL2 de retourner au stade HDL3 (Eisenberg et Schurr 1976,
Eisenberg et al. 1978).

1.4 L’OXYDATION DES LDL

Les cellules endothéliales (Parthasarathy et al. 1989) et les macrophages (Rankin
et al. 1991) peuvent oxyder les LDL en produisant des lipides oxydés, connus
sous le nom de lipoperoxydes, qu’elles vont transférer a la LDL par la suite
(Witztum et Steinberg 1991). 1l est aussi possible que les cellules de types
musculaires lisses (Heinecke et al. 1987) sécretent des anions superoxydes dans le
milieu ce qui pourrait initier la peroxydation des lipides associ€s aux LDL
(Cominacini et al. 2000, Li et Mehta 2000). Des que la LDL commence a €tre
oxydée, les agents oxydants continuent a produire des lipoperoxydes dans le cceur
hydrophobe de la lipoprotéine et finalement réarrangent les doubles liaisons des
acides gras. La phospholipase A2 associée aux LDL dans le plasma (Petrovic ef
al. 2001, Parthasarathy et Barnett 1990), permet la conversion de la lécithine en
lysolécithine et la propagation de la peroxydation des lipides jusqu’a ce que les
LDL soient entierement oxydées (Steinberg et al. 1989). La propagation de la
peroxydation des lipides cause la formation d’oxygene réactif qui oxyde la LDL et
qui transforme les acides gras en aldéhydes et en cétones (Jurgens et al. 1987).
Les principaux aldéhydes libérés sont des malondialdéhyde (MDA) et le 4-
hydroxynonénal (Jurgens et al. 1986). Les aldéhydes ont la capacité de se lier a
I’apo B-100 des LDL, plus précisément aux résidus lysine qui sont essentiels a la
liaison aux rLDL (Haberland et al. 1982). Ainsi, plus I’oxydation s’intensifie,

moins il y a de résidus lysine disponibles et moins il y a de liaison aux rLDL. Par



contre, la modification des résidus lysine de ’apo B-100 des LDL par les
aldéhydes permet de générer I'épitope qui va étre reconnu par les récepteurs
scavenger des macrophages (Parthasarathy et al. 1987). Ainsi, une forte oxydation

des LDL permet la captation par les macrophages via ces autres récepteurs.

L’oxydation in vivo peut étre influencée par plusieurs facteurs tels que: la
composition en acides gras des LDL, le contenu en antioxydants, I’activité de la
phospholipase A2, la grosseur de la LDL, la disposition des composantes de la
LDL, I’activité oxydante des cellules et la composition du plasma en composantes
oxydantes et antioxydantes. Elle est aussi influencée par des facteurs agissant sur
le temps durant lequel les LDL restent dans la tunique interne des arteres tel
qu’observé pour la lipoprotéine(a) (Lp (a)), une LDL de plus haute densité
n’ayant pas d’affinité pour le rLDL puisque son apo B-100 est associée par une
liaison disulfure & une molécule d’apo (a). 1l en va de méme pour les LDL
d’individus diabétiques qui démontrent souvent une glycosylation non-

enzymatique (Witztum et Steinberg 1991).

In vitro, les LDL peuvent étre oxydées par des cellules endothéliales ou
musculaires lisses en culture. En pratique, il est difficile de reproduire le méme
niveau d’oxydation entre les différentes expérimentations. Les différences peuvent
provenir du type cellulaire utilisé€ pour initier I’oxydation, de la concentration des
ions métalliques dans le milieu, de la composition du milieu de culture, des
conditions d’incubation et de la différence de sensibilit¢é & I’oxydation des
préparations de LDL (Witztum et Steinberg 1991). Il est aussi possible d’oxyder
des LDL in vitro a partir d’enzymes telle que la lipoxygénase qui, in vivo, produit
le lipoperoxyde le plus impliqué dans le phénoméne d’oxydation (Parthasarathy et
al. 1989, Rankin et al. 1991). Cette méthode, basée sur la fiabilité de I’activité
enzymatique, est peu utilisée, car il est plus reproductible d’utiliser I’ion cuivre
pour obtenir des préparations de LDL oxydées a différents niveaux en modifiant

soit le temps d’incubation ou ]a concentration de cuivre.



Le degré d’oxydation des LDL détermine 1’effet sur les cellules. Elles peuvent
étre sous forme de LDL-ox ou minimally modified LDL (MM-LDL). Les MM-
LDL activent la protéine kinase C (PKC) et la mitogen-activated protein kinase
(MAPK) des cellules endothéliales. La PKC est une enzyme clé dans la régulation
de I’expression des matrix metalloproteinases (MMP) et du collagéne chez les
cellules endothéliales (Li et Mehta 2005) tandis que les MAPK jouent un réle
crucial dans I’expression des geénes impliqués dans ’adhésion des molécules,
I’adhésion des monocytes aux cellules endothéliales et 1’apoptose (Li et Mehta
2000). Les LDL-ox favorisent 1’activation du nuclear factor kappa B (NF-kB)
chez les cellules endothéliales bovines (Cominacini et al. 2000). NF-kB est un
facteur qui contrble, entre autres, la transcription des génes de la phospholipase
A2 et de la 5-lipoxygenase qui sont responsables de I’oxydation des LDL ; de la
monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1), une molécule pro-inflammatoire qui
permet le recrutement des monocytes dans les parois des vaisseaux sanguins et
cause la dysfonction des cellules endothéliales vasculaires (Berliner et al. 1990)
(Li et Mehta 2000) ; de la vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) qui
permet ’adhésion des cellules du systeme immunitaire aux cellules endothéliales
vasculaires (De Winther ez al. 2005). Ces génes sont les acteurs principaux dans la
formation de lésions athérosclérotiques. Les LDL-ox auraient aussi la capacité

d’augmenter la concentration intracellulaire de radicaux libres.

Les LDL-ox sont reconnues par plusieurs récepteurs €boueurs tels que les
scavenger receptor class A type I (SR-Al), scavenger receptor class A type Il
(SR-AILD), cluster of differentiation 36 (CD36), scavenger receptor class B type [
(SR-BI) et cluster of differentiation 68 (CD68) qui sont exprimés par les cellules
musculaires lisses, les monocytes, les macrophages et les hépatocytes (Li et
Mehta 2005). Chez les cellules endothéliales vasculaires, il y a le récepteur lectin
like oxLDL receptor-1 (LOX-1) qui permettrait aux LDL de traverser la paroi
vasculaire endothéliale vers la région subendothéliale du réseau sanguin. En
n’étant plus dans le plasma, les LDL ne sont plus protégées par les antioxydants et

se trouvent donc exposées aux agents pro-oxydants (Sawamura et al. 1997).



Plusieurs mécanismes peuvent expliquer le pouvoir athérosclérotique des LDL-
ox. Ainsi les LDL-ox sont captées par les macrophages qui sont incapables de les
dégrader entierement et donc accumulent les EC. Ces macrophages deviennent
alors des cellules spumeuses. Les LDL-ox attirent les monocytes. Elles modifient
I’expression génique des cellules environnantes et induisent le methyl-accepting
chemotaxis protein I (MCP-I) ainsi que les facteurs de croissance de colonie. Elles
sont cytotoxiques pour les cellules environnantes. Elles inhibent la mobilité¢ des
macrophages tissulaires donc stimulent la réponse inflammatoire. Elles alterent les
voies de coagulation et les propriétés vasomotrices des arteres coronariennes.
Elles sont immunogenes et peuvent induire la formation d'anticorps (Witztum et

Steinberg 1991).

1.5 LE METABOLISME
1.5.1 La phospholipide lipase (LPL)

La LPL est une enzyme synthétisée et sécrétée par les adipocytes, les cellules
musculaires, les cellules musculaires cardiaques et les macrophages (Deeb et al.
2003). Plusieurs lipases différentes peuvent é&tre produites, dont la lipase
hépatique (LH) qui est produite par les cellules hépatiques. Ces enzymes sont
responsables de I’hydrolyse des TG composant les CM et les VLDL (Havel et al.
1973, Deeb et al. 2003). L’apo CII des CM serait responsable de I’activation de la
LPL (Havel er al. 1973). Les acides gras libérés par I’hydrolyse sont utilisés
comme source d’énergie pour les muscles ou comme réserve pour les adipocytes.
11 est aussi possible que la LPL se lie aux récepteurs des lipoprotéines et aux
lipoprotéines, ce qui faciliterait le processus d’association au récepteur et
d’internalisation. Le métabolisme peut aussi €tre augmenté au niveau de la
captation sélective effectuée par SR-BI (Seo et al. 2000). I est par contre inhibé
par la présence d’apo CI et d’apo CIII (Brown et Baginsky, 1972). Chez les rats,
la lipase est exprimée au niveau hépatique a la naissance. En vieillissant, le foie

cesse de produire la lipase. Celle-ci sera produite par le cceur, les muscles



squelettiques et les adipocytes. Par contre, chez la souris, la lipase est exprimée
majoritairement sous forme de LH d’ailleurs une souris KO en LH meurt quelques

jours apres la naissance (Merkel et al. 1998).

1.5.2 La captation globale

La captation globale est un processus qui permet a la cellule d’entocyter d’une
lipoprotéine. Elle est principalement effectuée par le rLDL mais peut aussi étre
effectuée par le CD36. Pour se faire, le rLDL, associé¢ a un puits de clathrine, se
lie a I'apolipoprotéine d’une lipoprotéine. Le complexe récepteur-lipoprotéine est
ensuite internalisé. Si le besoin en cholestérol de la cellule n’est pas comblé, le
rLDL est recyclé a la surface et la lipoprotéine est dégradée dans les lysosomes. Si
le besoin en cholestérol est comblé, le récepteur est hydrolysé en acide aminé.
L’apolipoprotéine est dégradée en acides aminés et les EC sont hydrolysés en CL

eten acide gras.

1.5.3 La captation sélective

La captation sé€lective est la capacité d’une cellule, par I’entremise de récepteurs
tels CD36 et SR-BI, de s’approprier des EC en provenance de lipoprotéines sans
que ces dernieres soient entierement dégradées. Les lipoprotéines se retrouvent
donc en circulation dépourvues d’une fraction de leurs EC. Celle-ci a d’abord été
mise en €vidence pour les HDL, mais avec le temps, des études effectuées dans
notre laboratoire ont montré que la captation sélective €tait aussi possible a partir
des VLDL (Brissette et al. 1999), IDL (Brissette et Falstrault 1994), LDL natives
(Brissette, Charest et Falstrault, 1996) et LDL-ox (Rhainds et Brissette 1999). La
captation sélective est un processus qui ne nécessite pas de dépense d’énergie
(Pittman et al. 1987). La voie de captation sélective a partir des HDL a €t€ la plus
étudiée. Malheureusement, le processus exact n’est pas €lucidé a ce jour. La
captation sélective serait régulée principalement par la concentration en
cholestérol libre dans la cellule (Knecht et Pittman 1989). Par contre, il semblerait

que la vitesse du processus dépendrait de la grosseur de la particule. En effet, il

serait plus facile d’effectuer de la captation sélective sur des petites lipoprotéines



12

que sur des grosses (Green et Pittman 1991). Dans le passé, il a ét€ suggéré que
les EC s’inserent dans une invagination de membrane contenant du plasma pour
ensuite &tre internalisés de maniére irréversible (Knecht et Pittman 1989).
Toutefois, des études plus récentes suggerent plutdt un mécanisme de
rétroendocytose, c’est-a-dire I’endocytose d’une lipoprotéine liée au SR-BI puis la
libération des EC dans la cellule suivie de I’exocytose de la lipoprotéine appauvrie
(Silver et al. 2001, Rhainds ef al. 2004). D autres études sont nécessaires pour

€claircir le phénomene.

1.5.4 Les récepteurs participant au métabolisme des LDL

1.5.4.1 Le rLDL

Le rLDL est une glycoprotéine monomérique de 160 kDa composée de 839 acides
aminés (Schneider et al. 1982). Cette protéine se divise en cing domaines : un
domaine riche en cystéines qui permet la fixation du ligand, un domaine
homologue au récepteur de 1’ epidermal growth factor (EGF), un domaine
glycosylé, un domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique. Le site de
fixation du ligand a une structure secondaire en hélice a. La conformation de ce
domaine du récepteur permet d’exposer des sites riches en acides aminés chargés
négativement au pH du sang. Ces charges négatives permettent aux charges
positives des apolipoprotéines de s’associer au récepteur. Les domaines
glycosyl€s et transmembranaires par leurs caracteres respectifs, hydrophile et
hydrophobe, permettent a la protéine d’étre bien située par rapport a la membrane
de la cellule. Ce récepteur se trouve a la surface de toutes les cellules et permet la
reconnaissance des lipoprotéines contenant des apo B-100 ou E. L’affinité pour
I’apo E est plus forte que pour I’apo B-100 étant donné sa présence nombreuse au
sein d’une méme lipoprotéine (Windler et al. 1980). L’expression du rLDL est
régulée par la présence de cholestérol dans la cellule. En présence de cholestérol,
la protéine insulin-induced gene (Insig) permet la rétention du complexe
SREBP/SCAP (sterol regulatory element binding protein/fSREBP cleavage
activating protein) dans le réticulum endoplasmique. Quand le cholestérol

diminue, il y a libération du complexe SREBP/SCAP, ce qui permet au complexe
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de se diriger dans le golgi ou il sera clivé a plusieurs endroits (Espenshade et al.
2002, Horton 2002, Yabe al. 2002). Le clivage permet |’obtention de la portion N-
terminale active du SREBP qui, dans le noyau, permet la transcription des geénes
contrdlés par le sterol regulatory element (SRE) (Konig et al. 2007). Ces génes
codent, entre autres, pour le rLLDL et le 3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A
(HMG CoA) réductase. Donc en absence de cholestérol, la cellule synthétise des
ARNm qui sont ensuite traduits en protéine. Par contre, lorsqu’il y a une forte
présence de cholestérol, ces ARNm ne peuvent étre produits étant donné
Pinactivit¢ de SREBP, ce qui diminue I’expression du rLDL a la surface des
cellules et inhibe la syntheése du cholestérol effectué par 'HMG CoA réductase
(Saucier et al.1989, Brown et Goldstein 1986, Russell et al. 1983, Brown et
Goldstein 1975). L’hypercholestérolémie familiale est directement reliée a une
anomalie au niveau du rLDL. Quatre causes existent dont I’absence de synthese
du rLDL, un probléme au niveau de la maturation de la protéine, la diminution de
la capacité a lier les lipoprotéines ou encore une diminution de |’internalisation du
complexe récepteur-ligand (Brown et Goldstein 1975). Le rLDL est donc un
récepteur des plus importants au niveau du métabolisme du cholestérol car une
anomalie cause une augmentation des concentrations sériques de cholestérol qui
augmentent les risques de formation de plaques athéromateuses et donc de

maladies cardiovasculaires.

1.5.4.2 Le CD36

Le CD36 fait partie de la famille des « Scavenger receptor class B » tout comme
le SR-BI (Krieger, 1997, Platt et Gordon, 1998). Ce récepteur est une protéine
membranaire glycosylée de 88 kDa dont les extrémités N- et C- terminales sont
ancrées dans la membrane de la cellule. On peut le retrouver sur les monocytes,
les macrophages (Talle er al. 1983), les plaquettes (Li et al. 1993), les cellules
endothéliales microvasculaires (Greenwalt et al. 1992), les cellules adipeuses
(Abumrad et al. 1993) et les hépatocytes (Maeno et al. 1994). Le CD36 reconnait
certaines lipoprotéines telles que : VLDL, LDL, LDL-ox et HDL (Calvo et al
1998, Nicholson et al. 1995). Les EC des HDL sont captés par ce récepteur via la



voie de captation sélective, par contre celle-ci est moins efficace que lorsque
réalisée par le SR-BI (Connelly er al. 1999, Acton er al. 1996). L’action du
récepteur CD36 peut étre bénéfique et néfaste pour I’organisme. En effet, le CD36
permet la captation globale de LDL-ox et des LDL acétylées (LDLac), par contre
ceci déclenche une réponse pro-inflammatoire chez les individus (Endemann et al.
1993). 1I permet aussi la captation des acides gras (Febbraio et Silverstein, 2007).
D’un autre coté, cette captation diminue la réponse de I’organisme a I’insuline. 1l
permet I’inhibition de ’angiogénése ; ce qui est bien chez des personnes en santé
mais qui est néfaste chez les gens souffrant d’hypercholestérolémie et de diabetes
(Febbraio et Silverstein, 2007). Une déficience en CD36, cause une augmentation
des niveaux de cholestérol plasmatique chez la souris (Febbraio et al. 1999). Si
I’on ajoute une déficience en apo E a celle du CD36, il est possible d’observer une
augmentation de 76% des l€sions aortiques chez des souris nourries d’une diete

riche en lipides (Febbraio et al. 2000).

1.5.4.3 Le SR-BI

Le SR-BI, une protéine d’un poids moléculaire de 85 kDa, est exprimé au niveau
des cellules hépatiques et des cellules stérotdogenes des rongeurs (Acton et al.
1996). Sa structure est un U inversé puisqu’il posseéde deux extrémités qui sont
intracellulaires. L’équivalent humain de ce récepteur est le CLA-1 (Calvo et Vega
1993). Le SR-BI de cellules stéroidogenes est situé dans les cavéoles,
microdomaines de la membrane plasmique composés de cavéoline, une protéine,
et riches en cholestérol et sphingomyéline (Babitt er al. 1997). Notre groupe a
récemment démontré qu’au niveau de la cellule hépatique, il se situerait plutdt au
niveau de radeaux lipidiques (Rhainds et al. 2004, Truong et al. 2006) qui sont

aussi riches en cholestérol et sphingomyéline mais dépourvues de cavéoline.

La régulation du gene de SR-BI differe selon le type de tissu. Au niveau des
cellules stéroidogeénes, I’expression de SR-BI est régulée a la hausse par les

hormones pregnant mare serum gonadotrophin (PMSG) et human chorionic
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gonadotrophin (hCG) (Mitzutani et al. 1997). Chez la glande surrénale, la
régulation se fait par I’intermédiaire de steroidogenic factor I (SF1) (Cao et al.
1997). Dans le foie, la régulation semble étre influencée par la quantité de
cholestérol présente dans I’alimentation (Fluiter et Van Berkel, 1997). 1l existe
aussi une régulation post-transcriptionnelle qui nécessite la présence de la
protéine PDZKI. Celle-ci est composée de quatre domaines PDZ dont le PDZ]
qui se lie directement 2 la portion C-terminale du récepteur SR-BI. La portion
PDZ1 est essentielle, par contre elle n’est pas efficace seule. D’ailleurs la
surexpression de PDZIchez des souris, il est possible d’observer une diminution
de 75% de la présence du SR-BI hépatique dii a la compétition entre le PDZ1 et le
PDZK1 (Fenske et al. 2008). La régulation effectuée par PDZKI semble surtout

se faire au foie et & ’intestin.

Le SR-BI est considéré comme €tant le principal récepteur qui permet la captation
sélective in vitro par les cellules hépatiques (Rhainds et al. 2003) et in vivo chez la
souris (Brodeur et al. 2005). Ce récepteur a la capacité de reconnaitre les LDLac,
les LDL-ox, les LDL natives (Acton et al. 1994), les HDL (Acton et al. 1996) et
les VLDL (Calvo et al. 1997). Ce récepteur se lie plus précisément aux apoA-I,
A-II et CIII qui se trouvent dans le plasma ou dans les lipoprotéines (Xu et al.
1997). Le SR-BI occupe plusieurs fonctions dans le métabolisme du cholestérol. I
contrdle I’entrée s€lective des molécules d’EC des HDL dans les hépatocytes et
les cellules stéroidogenes ; la formation de la bile au niveau du foie en permettant
I’entrée de cholestérol dans les hépatocytes (Botham et Bravo 1995) et la sortie du
cholestérol libre des cellules vers les HDL discoidales qui méne a la diminution
du cholestérol estérifi€ dans les cellules. Le SR-BI joue donc un réle important
dans le transport inverse du cholestérol des cellules vers le foie. Il contrle aussi
la concentration plasmatique des HDL, LDL et VLDL (Arai et al. 1999) et
finalement il est impliqué dans I’absorption intestinale des lipides alimentaires

(Hauser et al. 1998).
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Plusieurs études ont démontré que I’activité du SR-BI influence sur le cholestérol
circulant dans les organismes. Une diminution de 1’expression du récepteur meéne
a une augmentation des niveaux de cholestérol sanguin. Ainsi chez les souris
knock-out (KO) en SR-BI, on observe une augmentation des niveaux de
cholestérol de 125% accompagnée d’une augmentation de la taille des HDL
(Rigotti et al. 1997). Si 'expression du récepteur SR-BI diminue de 50%, une
augmentation de la quantité de HDL circulante est aussi détectée (Varban et al.
1998). De la méme maniere, chez des souris PDZK1 KO qui ont, comparé a des
souris normales, des niveaux de 5% de SR-BI au foie et de 50% dans !’intestin
proximal, une augmentation de 70% du cholestérol plasmatique est observée. De
plus les HDL sont anormalement grosses (Fenske et al. 2008). L’avantage de ces
souris est que I’expression du SR-BI dans les organes stéroides n’est pas affectée
ce qui permet aux femelles d’étre fertile. Les souris SR-BI KO, elles sont

infertiles (Fenske et al. 2008).

A I’opposé, une surexpression du SR-BI au niveau du foie s’accompagne d’une
diminution des concentrations plasmatiques de HDL, VLDL et LDL (Kozarsky et
al. 1997). De plus cette modification confere aux souris une plus grande résistance
face a I’augmentation en apoB caus€e par une alimentation riche en gras et en
cholestérol (Wang et al. 1998). Une surexpression plus marquée du SR-BI (10 a
40 fois) chez des souris déficientes en rLDL, s’accompagne de la méme

modification au niveau des concentrations en lipoprotéines (Arai et al. 1999).

Les niveaux €levés de cholestérol dans le plasma sont un facteur influencant le
développement de 1’athérosclérose dans les artéres coronariennes menant aux
infarctus du myocarde et parfois méme a la mort prématurée. Plusieurs modeles
murins, tels les souris déficientes en rLDL et en apoE, sont connus pour leurs
augmentations en cholestérol et ’apparition de plaques athérosclérotiques. Par
contre, ces modeles ne démontrent pas d’infarctus du myocarde, ni de morts
prématurées. Afin de mieux étudier le développement des maladies coronariennes

suite a I’apparition de I’athérosclérose, I’équipe de Braun et al. (2002 et 2003) ont



réussi & développer un modele murin doublement déficient en SR-BI et en apoE.
Quatre a cinq semaines apres leurs naissances, les souris développent des l€sions
d’athérosclérose dans le sinus aortique et ne vivent pas plus de huit semaines. Une
autre équipe a tenté de recréer ce modele en inhibant le SR-BI en développant une
souris PDZK1 KO. Le double KO PDZK 1/apoE a causé le développement de
plaques d’athérosclérose mais n’a pas causé de développement de maladies
coronariennes majeures telles qu’observées avec le modele double KO SR-
Bl/apoE. La différence entre les deux modeles se situe au niveau de I’expression
des récepteurs. Dans le cas du SR-BI KO, tous les récepteurs de tous les tissus
sont touchés tandis que dans le cas du PDZK1 KO, les niveaux de récepteur SR-
BI sont atténués spécifiquement au niveau hépatique et intestinal (Kocher et al.
2008). Chez des souris KO en rLDL qui démontrent des I€sions
athérosclérotiques, la surexpression de SR-BI, grice a I’injection d’un adénovirus
recombinant contenant le géne de SR-BI murin, diminue le taux d’athérosclérose
(Kozarsky er al. 2000). La surexpression du SR-BI chez les souris rLDL KO
diminue I'apparition des Iésions athéromateuses de 70% par rapport a des souris

déficiente en rLDL (Arai et al. 1999).

1.6 BUT DU PROJET

Le but du projet est d’évaluer I’impact de la captation sélective des LDL par le
récepteur SR-BI sur leur caractéristique physique et leur métabolisme. 11 est
possible d’affirmer que I’activité du SR-BI a une influence positive sur le
métabolisme du cholestérol dans I’organisme entier. En effet, son absence est
néfaste pour les animaux en augmentant les taux de cholestérol et la combinaison
avec une déficience en apoE devient mortelle (Braun et al. 2002, Braun et al.
2003). Dans le cas d’une surexpression, il est possible d’observer une diminution
des concentrations de cholestérol sanguin accompagnée d’une diminution de
I’apparition des Iésions athérosclérotique (Arai er al. 1999). De plus, chez des
souris déficientes en rLDL, la surexpression de SR-BI permet la disparition
graduelle des lésions (Kozarsky et al. 2000). L’action bénéfique du SR-BI est

donc confirmée par plusieurs €tudes, par contre I’impact précis sur la LDL elle-



méme reste inconnu. 11 est donc intéressant de vérifier quel est ’effet de cette
perte en EC sur le métabolisme et la susceptibilité a I’oxydation de la lipoprotéine.
La premiere fagon de vérifier I’impact de I’action du SR-BI est de caractériser les
sous-classes de LDL qui sont potentiellement produites par la captation sélective.
Il devenait aussi important de développer un modele in vitro ou in vivo afin de

recréer ces sous-classes de LDL.

1.7 HYPOTHESE

La premiere hypothese de cette étude est que I'hétérogénéité des LDL serait due a
une activité plus ou moins grande de captation sélective par le SR-BI. En effet, la
captation sélective effectuée par intermédiaire de ce récepteur permet de diminuer
la quantité¢ d’EC composant la lipoprotéine. Ainsi la LDL se lie au récepteur, le
complexe est internaliser, la LDL subie une déplétion en EC pour ensuite €tre
relachée dans la circulation sanguine. Une fois de retour dans la circulation
sanguine, rien n’empéche la LDL d’interagir a nouveau avec le SR-BI et subir a
nouveau la captation sélective. Ainsi, suite a la captation sélective la lipoprotéine
devient plus petite et le nombre de fois que la LDL subie la captation sélective
fera varier encore plus la taille et la composition de la LDL, ce qui pourrait étre la

source de la formation des sous-classes de LDL.

Comme vu précédemment, I’action du SR-BI est bénéfique pour le métabolisme
du cholestérol en général. La deuxieme hypothese de cette étude est que la
diminution en EC suite a la captation sélective chez les LDL diminue la taille de
la LDL et augmente ainsi son métabolisme par le rLDL. En effet, selon la théorie,
la sous-classe II est celle qui a le plus d’affinité pour le rLDL, par contre la
population en général aurait une plus grande proportion de LDL de sous-classe 1.
Ainsi la captation sélective pourrait transformer les sous-classes I en Il et ainsi
favoriser le métabolisme par le rLDL. Seul bémol & cette hypothese est qu’une
surexpression du SR-BI est bénéfique chez des souris déficientes en rLDL et donc
que le rLDL n’est pas impliqué dans ce cas précis. Il y a probablement d’autres

voies qui sont impliquées.



CHAPITRE Il

MATERIEL ET METHODES

La premiere partie de I’expérimentation porte sur I’isolement de 3 sous-classes de
LDL a partir de plasma humain suivi de 1’évaluation de la composition en lipides,
du poids moléculaire et de la charge. Le potentiel des sous-classes a se lier a la
cellule hépatique Hep G2 et a €tre dégradées via le rLDL est aussi évalué. De
plus, la sensibilité a I’oxydation des sous-classes est évaluée par un essai mesurant

la vitesse d’oxydation par un agent oxydant.

La seconde partie de I’expérimentation débute avec 1’isolement des lipoprotéines
par centrifugations différentielles de plasma humain. Les LDL ainsi isolées sont
modifiées par la captation sélective d’EC in vitro, par des cellules Hep G2, ou in
vivo par injection dans le systeme circulatoire de rats ou de souris CDI ou
C57BL/6. Ces LDL modifiées (Mod) sont réisolées. Différents tests sont effectués
sur les LDL modifiées et sur les LDL natives afin de déterminer la composition en
lipides, le poids moléculaire, la charge et le statut oxydatif des LDL nouvellement
obtenues. La facilit¢ de ces LDL modifiées a se lier a la cellule hépatique et a étre
dégradées via le r[LDL est aussi évaluée. De plus, la sensibilité¢ a I’oxydation des
LDL natives et des LDL appauvries en EC est évaluée par un essai mesurant la
vitesse d’oxydation par un agent oxydant. Les LDL natives sont des LDL du

méme lot que les LDL utilisées pour la modification in vivo ou in vitro.

2.1-Matériel

La lignée cellulaire d'hépatome humain, Hep G2, est obtenue de American Type

Culture Collection (Rockville, Maryland). Le milieu essentiel minimal (MEM), le
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sérum de veau foetal, la pénicilline-streptomycine utilisés pour la culture

cellulaire sont achetés chez Life Technologies Gibco BRL (Burlington, Ontario).

3
L'iode-125 (**1) (100 mCi/mmol) et le 1,2- H-cholestérol oléate (50 mCi/mmol)
sont acquis respectivement d'ICN Canada (Montréal, Québec) et d'Amersham

Pharmacia Biotech (Laval, Québec).

2.1.1-Culture cellulaire (Hep G2)

Les cellules Hep G2 sont maintenues en culture dans des flacons de 75 cm®
contenant 15 mL de milieu de culture MEM enrichi avec du sérum fétal bovin (10
%), de la pénicilline (100 U/mL), de la streptomycine (100 mg/mL) et de la
glutamine (4 mM). Pendant la croissance cellulaire, les cellules sont conservées a
une température de 37 °C dont I’air est saturé en H,O et contient 5 % de CO,.
Pour effectuer la modification des LDL in vitro, les cellules sont mises en
croissance dans des flacons de 225 cm®. Préalablement aux études de métabolisme
in vitro les cellules sont mises en croissance dans des plats de culture de 3,8 cm?
(plaques de 12 puits). Le milieu de culture est changé aux deux jours et les

cellules sont soumises a une sous culture toutes les semaines.

2.1.2-Les lipoprotéines

2.1.2.1-Isolement des LLDL et HDL;

Les lipoprotéines sont isolées du sérum humain par centrifugations différentielles,
tel que décrit par Hatch et Lees (1968). On ajoute dans le sérum: 10 uM de
fluorure de phénylméthylsulfonyl (PMSF) pour inhiber les protéases, 0,01 % de
tétracétate d’éthylénediamine (EDTA) pour la chélation des métaux et 0,02 %
d’azoture de sodium (NaNs) pour inhiber le développement bactérien. Le NaBr,
en poudre, est utilis€ afin d’augmenter la densité des solutions. Une centrifugation
de 30 minutes a 2 000 g du plasma permet la flottaison des chylomicrons. Le
sous-nageant obtenu est centrifugé a 1 800 000 g X h. La densité du nouveau
sous-nageant est augmentée a 1,025 g/mL par ’ajout de NaBr puis est centrifugé a

2 300 000 g X h. La densité est a nouveau augmentée pour atteindre 1,063 g/mL
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puis Ja solution de lipoprotéine est recentrifugée a 2 300 000 g X h. La densité du
sous-nageant obtenu est augmentée a une densité de 1,125 g/mL et la solution est
centrifugée cette fois a 3 000 000 g X h. Ce dernier sous-nageant subit un ajout de
NaBr afin d’augmenter sa densité a 1,21 g/mL pour &tre finalement centrifugé a 4
600 000 g X h. Les LDL humaines (d = 1,025-1,063 g/mL) et les HDLs (d =
1,125-1,21 g/mL) sont récupérées par ultracentrifugation tel que décrit par
Brissette ef al. (1986) et dialysées dans une solution physiologique (NaCl a 150
mM, ajustée a pH 7,5). Une fois obtenues, les lipoprotéines sont quantifiées par le

dosage de Lowry.

2.1.2.2-Isolement de sous-classes de LDL

L’isolement des sous-classes se fait de la méme maniére que I’isolement des LDL
a partir du plasma humain a la différence qu’elles sont obtenues griace a des
tranches plus petites de densités. La sous-classe I a une densité de 1,020 a 1,034
g/mL, la II de 1,035 a 1,045 g/mL et la III de 1,046 a 1,063 g/mL (Campos et al.
1996).

2.1.2.3-Production de LDL légerement oxydées (LOX) et de LDL
fortement oxydées (FOX)

Les LOX sont produites en incubant des LDL (200 ug/mL) avec 5 uM de CuSOy
a4 37°C pendant 4h. Pour générer les FOX, les LDL sont incubées dans les mémes

conditions mais pendant 20 h (Lougheed et Steinbrecher, 1996).

2.1.2.4-Marquage des LDL

2.1.2.4.1-Marquage a Uiode radioactif

Les LDL natives ainsi que les LDL appauvries en EC sont marquées sur la portion
protéique avec de I'iode radioactif grice & la technique de McFarlane (1948)
modifiée par Langer et al. (1972). Ainsi pour marquer 2,5 mg de lipoprotéines, un
millicurie de NaleI, 30 nmoles de monochlorure d’iode et 0,5 M de glycine-
NaOH a pH 10 sont utilis€s. On élimine ensuite I'iode libre de la solution de

lipoprotéines par une filtration sur gel de Sephadex G-25. Suite a ceci les
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lipoprotéines sont dialysées dans une solution de saline tamponnée au Tris jusqu’a
I’obtention d’une densité physiologique. L’activité spécifique de ces lipoprotéines
se situe normalement entre 100 000 et 250 000 cpm/pg de protéine. Une fois
marquées, la concentration en lipoprotéines est déterminée puis [activité
spécifique est obtenue par la lecture de radioactivité de différentes masses de

protéines sur le compteur gamma (Cobra II counter de Canberra-Packard).

2.1.2.4.2-Marquage aux esters de cholestérol tritiés

Les LDL sont marquées grace a la technique mise au point par Roberts er al.
(1985). La solution d’esters de cholestérol tritiés (25 microcuries) est évaporée
sous un jet d’azote pour ensuite étre dissoute dans 250 pL d’acétone. Cette
solution, contenant les EC triti€s, est ajoutée tres lentement 2 3 mL de sérum
dépourvu en lipoprotéines (ce sérum qui contient la CETP nécessaire au marquage
est obtenu préalablement par le retrait complet des lipoprotéines par
ultracentrifugation). Le tout est conservé a la température de la piéce et I’acétone
est évaporée grice a un jet d’azote. Un mg de lipoprotéines (I mg/mL) est ajouté
et le tout est incubé pendant 30 minutes a 4 °C. Suite 4 I’incubation, les LDL sont
ré-isolées par ultracentrifugation. L’activité spécifique de ces lipoprotéines
marquées est généralement d’environ 10 000 cpm/ug de protéine. Une fois
marquées, la concentration en lipoprotéines est déterminée puis |’activité
spécifique est obtenue par la lecture de radioactivité de différentes masses de

protéines sur le compteur beta (Wallach-Fischer).

2.2-Méthode
2.2.1-Production de LDL modifiées in vitro

2.2.1.1-Cellules Hep G2 adhérentes

La captation sélective est effectuée sur des cellules Hep G2 confluentes & 90 %
dans des flacons de culture de 225 cm” afin de générer des LDL appauvries en
EC. Les cellules sont préalablement lavées avec une solution saline tamponnée en

phosphate (PBS). Ces cellules sont incubées en présence de LDL [300 pg de
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protéines/mL] qui se trouvent dans du milieu MEM contenant de la bovin serum
albumin (BSA) (4 %) a 37°C pendant 6 h. Suite a I’incubation, le milieu est
prélevé, est ajusté a une densité de 1,070 g/mL avec du NaBr et est centrifugé
pour isoler les LDL (Brissette et al. 1986). Un témoin est fait dans les mémes
conditions mais en utilisant des plats de culture ne contenant pas de cellules. Afin
de s’assurer que les conditions de I’expérimentation sont uniformes dans les
réplicas, les protéines des cellules sont extraites avec 0,1 N de NaOH et sont

dosées.

2.2.1.2-Cellules Hep G2 en suspension

La captation sé€lective est effectuée sur des cellules Hep G2 en suspension. Les
cellules Hep G2 sont obtenues suite a ’action de la trypsine [0,025%] sur le
contenu cellulaire d’un flacon de culture de 225 cm” dont Ja confluence atteint 90
%. La suspension de cellule est centrifugée 5 minutes a 300 g pour €liminer le
surnageant et permettre aux cellules d’étre en suspension dans un milieu frais de
MEM contenant de la BSA (4 %). Ces cellules sont incubées en présence de LDL
[300 ug de protéines/mL] & 37°C pendant 6 h avec une agitation rotative. Trois
contenants différents sont comparés pour effectuer I'incubation soit: un tube
kimpex en verre d’un volume approximatif de 15 mL, un tube Sarsteadt de 15 mL
et un de 50 mL. Le milieu est oxygéné a toutes les heures. Suite a l’incubation,
une centrifugation permet la séparation des cellules du milien. La densité du
milieu est augmentée a 1,063 g/mL par I’ajout de NaBr afin de permettre
I’isolement des LDL par ultracentrifugation (Brissette ef al. 1986). Un témoin est
fait dans les mémes conditions mais en absence de cellules. Afin de s’assurer que
les conditions de I’expérimentation sont uniformes, les protéines des cellules, qui
ont été récupérées plus tot par centrifugation, sont extraites avec 0,1 N de NaOH

et sont dosées.

2.2.1.3 Vérification des niveaux de récepteur SR-BI

Les protéines totales des cellules Hep G2 mises en solution et les cellules Hep G2

adhérentes sont extraites dans la solution de solubilisation (125 mM Tris-HCI a
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pH 8,0 contentant 0,2 mM de CaCl,, 1,4 % de triton X-100, | mM de PMSF, 1 uM
de leupeptin, 10 mg/mL d'aprotinine et 200 uM de pepstatine). Cinquante ug de
protéines sont séparés sur gel de polyacrylamide contenant du sodium dodécyl
sulfate (SDS-PAGE) a 10% (Yoshimura et al. 1987). Les protéines sont
transférées sur une membrane de nitrocellulose et sont détectées avec un anticorps
polyclonal anti-SR-BI (1 :5000) (pAb anti-SR-BI NB 400101) suivi par une
exposition a un anti-IgG de lapin couplé a la peroxydase (1 :5000). Finalement la

membrane est révélée par chemiluminescence sur un film Kodak Biomax ML.

2.2.2.2-Production de LDL modifiées in vivo

Un volume de 150 uL contenant différentes quantités de LDL, déterminées en
fonction du poids des animaux et ayant comme référence | mg chez les souris
C57BL/6 (Brodeur et al. 2005) 12 mg par rat, 1,5 mg par souris CD] ou | mg par
souris C57BL/6 sont injectées par la veine de la queue dans les animaux. Dans
certain cas, la LPL est inhibée par une injection dans I’animal de protamine
sulfate (25 mg/kg) 30 minutes avant les LDL (Ugawa et al. 2003). Une, trois ou
six heures suite a I’injection des lipoprotéines, le sang des animaux est récupéré
par une ponction dans la veine cave postérieure. Par la suite, les LDL sont isolées
par ultracentrifugation. Pour effectuer un contrdle, le sang d’un I’animal est
récupéré pour étre centrifugé. Le plasma est récupéré et des LDL sont ajoutées. La
solution est conservée 3 heures a 37°C pour simuler la température des animaux.

Le contrdle permet de vérifier I'impact des protéines du plasma sur les LDL.

2.2.3-Caracterisation physique et chimique des LDL

2.2.3.1-Analyse de la composition lipidique

La composition en cholestérol libre et en ester de cholestérol des LDL est
déterminée par le protocole enzymatique de Deacon et Dawson (1979). Des tests
enzymatiques, disponibles chez Boehringer Manheim, permettent le dosage des

phospholipides et triglycérides (De Roos et al. 2005).
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2.2.3.2-Analyse de la grosseur des LDL

La grosseur des LDL est €valuée par électrophoreése sur gradients dans des
conditions non dénaturantess (non denaturing gradient gel electrophoresis
(NDGGE)) (Krauss et Burke, 1982). La migration se fait sur un gel en gradient de
polyacrylamide de 2-16%. Le chargement d’un volume total de 20 uL, contient 5
ug de LDL dans 5 uL de tampon de chargement Tris-Borate-EDTA (TBE) (0,09
M Tris, 0,08 M borate et 3mM EDTA, pH 8§,3) contenant 40% de sucrose et une
pincée de bleu de bromophénol qui permet de suivre le front de migration. Un
standard de haut poids moléculaire (Amersham Bioscience) est utilisé comme
échelle de poids moléculaire. La migration est effectuée a 4°C dans un tampon
TBE a un voltage de 15 V pour 15 minutes, 70 V pour 20 minutes, puis 24 heures
a 125 V. La révélation du gel se fait par coloration dans une solution de bleu de
Coomasie R250 (BioRad) et une décoloration dans une solution de 20% en

méthanol et 10 % en acide acétique.

2.2.3.3-Analyse de la charge des particules

L’analyse de la charge des particules est effectuée par électrophorése sur gel de
barbital-agarose a 0,5 %. Le chargement, d’un volume total de 15 pL, contient 5
ug de LDL dans 5 uL de tampon de chargement contenant 25% de glycérol, 75%
barbital [1X] et une pincée de bleu de bromophénol. La migration est effectuée
pendant 1h30 & 90 V dans un tampon de barbital [1X] congu a partir de la solution
concentrée fournie par la compagnie (Sigma). La révélation du gel se fait par une
coloration dans une solution de bleu de Coomasie R250, disponible chez BioRad,
suivie d’une décoloration dans une solution de 10% en méthanol et de 10% en

acide acétique.

2.2.3.4-Analyse de la susceptibilité a I’oxydation

L’oxydation des LDL (50 pg/mL dans du PBS) est débutée par I’ajout de 1,6 uM
de CuSO,. Afin de déterminer le taux d’oxydation, I’apparition de diénes

conjugués est mesurée aux 4 minutes par spectrophotométrie a 234 nm tout au
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long de la période d’exposition de 5 heures. Ceci permet d’obtenir une courbe

illustrant I’oxydation en fonction du temps (Maggi et al. 1994).

2.2.4-Métabolisme in vivo

Le métabolisme in vivo consiste en I’évaluation de la clairance des lipoprotéines
chez I'animal. Tel que décrit dans Brodeur et al. (2005), des rats et des souris,
CD1 ou C57BL/6, sont injectées par la veine de la queue avec un bolus de LDL
humaines contenant 450 ug de lipoprotéines non-marquées et 50 pg de

1'% soit au *H-CE dans un volume total de 150 uL

lipoprotéines marquées soit a
de saline. Le bolus permet une clairance plus lente des lipoprot€ines
radiomarquées. Grace a des microvettes pré-héparinées, des prises de sang sont
effectuées dans la veine saphe¢ne & 2, 5, 10, 20, 30, 60, 180, 360 et 1440 minutes
suite a I’injection. Les échantillons recueillis sont centrifugés a 10 000 g pour 5
minutes a 4°C. La radioactivité du plasma récupéré est directement comptée pour
le *H 2 I’aide du compteur béta (Wallach-Fischer) tandis que la radioactivité de
I''®I est déterminée dans la fraction précipitée par ’acide trichloroacétique (TCA)
a 30% afin d’éliminer I'impact des peptides radioactifs rejetés par les cellules
suite a la dégradation des LDL par la voie du rLDL. En effet, un niveau de
dégradation important ferait que le niveau de '®L.LDL demeurant dans le sang

serait surestimé.

2.2.5-Métabolisme in vitro

2.2.5.1-Association protéique

L’association protéique des LDL correspond a : la portion internalisée dans la
cellule et la portion liée aux récepteurs a la surface cellulaire (rLDL et SR-BI).
Des cellules Hep G2 confluentes a 90% sont tout d’abord lavées a deux reprises
avec du PBS. Les cellules sont incubées pendant 4 h a 37°C avec 50 ug/mL de

lipoprotéines marquées a 1

I dans un volume final de 250 uL contenant 125 ulL
de MEM [2x concentré] et 4% de BSA a un pH de 7,4 (association totale).

L’association non-spécifique est déterminée par 1’addition de LDL non marquées
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radioactivement [1,5 mg de protéines/mL]. Suite a I’incubation, le milieu est
récupéré et les cellules sont lavées avec 250 pL de PBS contenant 0,2% de BSA et
le tout est conservé pour effectuer le protocole visant a quantifier la dégradation
vue un peu plus loin. Deux autres lavages sont effectués avec du PBS. Les cellules
sont ensuite solubilisées dans 1,5 mL de NaOH a 0,1 M. La radioactivité des
cellules solubilisées est mesurée avec un compteur gamma (Cobra II counter de

Canberra-Packard). Les protéines cellulaires des échantillons sont ensuite dosées.

Les lectures de radioactivité donnent 2 données (en cpm): I’association non-
spécifique qui correspond aux puits contenant les LDL marquées et non-marquées
et I’association totale qui correspond aux puits ne contenant que des LDL
marquées. Afin d’obtenir I’association spécifique, il faut soustraire la valeur
d’association non-spécifique de celle de 1’association totale. Cette valeur est
ensuite divisée par celle de I'activité spécifique (radioactivité (cpm)/quantité¢ de
protéine de LDL (ug)). Le résultat de cette opération donne la quantité de LDL
associées aux cellules Hep G2 en pg. Cette derniére donnée est ensuite divisée par
la quantité de protéine cellulaire en mg. Ceci nous permet d’établir la quantité de
LDL liées (ug) par mg de protéines cellulaires. Il est aussi possible d’évaluer
uniquement |’association via le r(LDL chez les cellules Hep G2, en ajoutant aux
milieux d’essai 1,5 mg/mL de HDL; afin de saturer les récepteurs de SR-BI tel

que décrit par Brissette et al. (1996).

2.2.5.2-Association lipidique

[’essal d’association lipidique illustre la portion internalisée dans la cellule, la
portion de captation sélective et la portion liée aux récepteurs a la surface
cellulaire (fLDL et SR-BI). L’association lipidique est effectuée de la méme
maniere que celui de [’association protéique excepté que celui-ci se fait avec des
lipoprotéines marquées aux *H-EC et que la radioactivité des cellules solubilisées
est obtenue par la lecture au compteur beta (Wallach-Fischer). Le calcul reste le

méme que précédemment.
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2.2.5.3-Captation sélective

La captation sélective du EC est obtenue par le calcul de la soustraction de la
valeur de I’association protéique de celle de 1’association lipidique. Une valeur
plus grande que zéro indique que cette voie est fonctionnelle (Rhainds et al.

1999).

2.2.5.4-Dégradation

La dégradation représente la portion de LDL qui a €té dégradée par la voie de
captation globale (rLDL) de la cellule. Comme mentionné précédemment, le
milieu d’incubation et le milieu obtenu apres le lavage des cellules avec 250 uL
de PBS contenant 0,2% de BSA est conservé. De la BSA et du acide
trichloroacétique (TCA) sont ajoutés a une concentration finale respective de 1%
et 12%, et le tout est mélangé grace a un vortex pour permettre la précipitation des
protéines. La solution est ensuite incubée pendant un minimum de 30 minutes a
4°C pour ensuite &tre centrifugée pour 15 minutes a 4 500 rpm. Le surnageant est
récupéré, du KI et du H,O, sont ajoutés a des concentrations finales de 0,4% et
1,2% respectivement. Le tout est incubé pendant 5 minutes a la température de la
piece. La phase aqueuse est extraite dans 2 mL de chloroforme et comptée au
compteur gamma. La radioactivité est mesurée dans la phase aqueuse qui contient
les petits peptides d’apoB radioactifs rejetés par la cellule suite & la dégradation.

Le calcul reste le méme que pour celui de I’association.

2.2.5.6-Compétition

L’essai de compétition permet de déterminer [’affinité des différentes
lipoprotéines pour les récepteurs. La méthode ressemble beaucoup a celle des
essais d’association protéique et lipidique. Elle consiste a exposer des cellules a

'] ou au *H-EC pendant 2 ou 4 heures

des lipoprotéines marquées soit a I’
respectivement, en présence de lipoprotéines compétitrices non marquées (ex :
LDL, Mod, LOX, FOX ou HDL) a différentes concentrations soient celles de 200,
400, 800 pug/mL et 1 500 ug/mL (Rhainds et al. 1999). Suite a I’incubation, le

milieu est €limin€ et les cellules sont lavées & une reprise avec du PBS contenant
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0,2% de BSA et a une reprise avec du PBS. Une fois lavées, les cellules sont

solubilisées avec du NaOH a 0, 1N et la radioactivité est déterminée.

2.2.6-Autres méthodes utilisées

Les concentrations en protéines des différents milieux analysés sont déterminées
par la méthode de Lowry ef al. (1951) ayant comme standard la BSA. L’analyse
statistique des données a €té évaluée grice au test t de Student ou par un ANOVA
(Tukey). Des valeurs sont considérées comme différentes significativement si

elles ont un P<0,05.



CHAPITRE 1ll

RESULTATS

3.1 Les sous-classes de LDL

3.1.1 La composition en lipides des sous-classes

Le but de cette €tude était de démontrer I’effet de la captation sélective par le SR-
BI sur les LDL. L’hypothese de base de I’étude est que I’action du SR-BI diminue
la quantit¢ de cholestérol estérifié des LDL. Si on se fie a cette hypothese,
I’apparition des différentes sous-classes de LDL peut étre due a une activité de
captation sélective plus ou moins importante du récepteur sur les LDL. Il devenait
donc important de caractériser ces sous-classes a différents niveaux pour, entre
autres, définir leurs capacités a interagir avec le SR-BI et le récepteur de LDL. La
premiere étape a donc consisté a séparer les différentes sous-classes de LDL.
Comme vu précédemment, les 3 sous-classes ont une composition en lipides et
protéines différentes les unes des autres ce qui leurs conférent une densité et une
taille différentes. Une fois la séparation des 3 sous-classes effectuée, les lipides de
ces différentes LDL ont €té dosés. La figure | démontre, tel qu’attendu de la
littérature, que les LDL ont des niveaux plus élevés de cholestérol estérifi€¢ que de
cholestérol libre. Nous n’avons toutefois observé aucune différence significative
entre les niveaux de cholestérol estérifi€ entre les différentes sous-classes. Les
triglycérides, de leur coté, ont une différence de 22% entre les sous-classes I et II
versus 20% entre les sous-classes 11 et III. Toutefois ces différences ne sont pas
statistiquement différentes étant donné le grand écart type qui est d{ a la variation
entre les différents plasmas obtenus. On note toutefois 40% moins de triglycérides

dans la sous-classe III que dans la I et cette valeur est statistiquement significative

(p < 0,05).
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Figure 1 : Composition en cholestérol et triglycérides des sous-classes de LDL

Composition de différentes sous-classes de LDL en cholestérol estérifi¢ et libre (A), et en
triglycérides (B). Les trois sous-classes sont obtenues par ultracentrifugation différentielle de
plasma humain en utilisant différentes densités selon la sous-classe. Les résultats présentés sont
des moyennes +/- SEM ot pour (A) n=2 et pour (B) n=3 Il n’y a pas de différence statistique.

3.1.2 La taille et la charge des sous-classes

La deuxieme étape de I’expérimentation a permis de vérifier I’impact d’une
variation en lipides entre les différentes sous-classes sur la charge et la taille de la
LDL. Pour vérifier leurs charges, les sous-classes de LDL ont subi une migration
sur un gel d’agarose-barbital. La figure 2 A démontre que la bande de la sous-
classe III est légérement plus basse que celles des deux autres. La sous-classe III
serait donc chargée plus négativement que les deux autres sous-classes (figure 2
A). Pour vérifier la taille, les différents échantillons ont subi une migration sur un
NDGGE. Tel qu’attendu selon la littérature, les LDL de sous-classe [ sont de plus

grande masse suivies de la I et de la I (figure 2 B).

A B

Figure 2 : Evaluation de la charge et de la taille des différentes sous-classes de LDL

Migration sur gel de barbital-agarose a 0,5% (A) et sur gradient de gel non-dénaturant de 2-16%
(NDGGE) (B) des trois sous-classes de LDL. I : Sous-classe I; I : Sous-classe 1I; I1I : Sous-classe
I1I. Un échantillon de différentes sous-classes de LDL contenant 5 ug de protéines est déposé sur
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gel de barbital-agarose ou NDGGE. Une migration respective de 1h30 490 V et de 24ha 125V
est effectuée pour chacun des gels.

3.1.3 La susceptibilité a 'oxydation des sous-classes

La troisi¢éme étape a consisté a vérifier la susceptibilit€ a ’oxydation des sous-
classes de LDL lorsqu’elles sont exposées au cuivre (CuSQy). L’oxydation est
révélée par |’apparition de dieénes conjugués qui sont détectés a 234 nm. Tel que
montré dans la figure 3, la courbe de susceptibilité a I’oxydation est la méme pour
les 3 sous-classes, ce qui change est la saturation de I’oxydation. En effet, la
saturation de 1’oxydation est beaucoup plus basse pour la sous-classe III que celles
des sous-classes I et II. En effet, la sous-classe I1I a un plateau 28% plus bas que
celui de la sous-classe I qui est 21% plus bas que celui de la sous-classe 11 (figure

3).

0.5
'g —— Sous-Classe |
S 0.4 Sous-Classe |
- Sous-Classe 111
o 0.3
o e
c
[0
£ 0.2
[
3
- 0.14
OO i 1 T T
0 100 200 300

temps (minutes)

Figure 3 : Sensibilité a I’oxydation des différentes sous-classes de LDL
Evaluation de la susceptibilité 4 I’oxydation des sous-classes de LDL I, Il et IIl. Des LDL [50

ug/mL] sont incubées 2 37°C en présence de CuSO, [1,67 umol/mL). L’absorbance 2 234 nm est
prise a toutes les 2 minutes et ce pendant un total de 5 heures.

3.1.4 Le métabolisme des sous-classes in vivo

Afin d’estimer leur métabolisme in vivo, les différentes sous-classes de LDL ont

€1 marquées radioactivement sur la portion protéique avec de P'%Y et sur la
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portion lipidique avec des *H-EC, pour ensuite étre injectées dans la circulation
sanguine des souris C57BL/6. La souris CS7TBL/6 est utilisée ici €tant donné que
le métabolisme par SR-BI et rLDL est trés bien répertorié dans cette souche
(Brodeur et al. 2005). Des échantillons de sang récoltés a différents intervalles
permettent de suivre la progression des lipoprotéines dans la circulation de
I’animal. Il n’ y a pas de différence dans la clairance des 3 sous-classes chez la

souris C57BL/6 (figure 4 A et B).
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Figure 4 : Métabolisme des différentes sous-classes de LDL in vivo chez des souris C57BL/6

Clairance de sous-classes de LDL radioactives chez une souris C57BL/6. Un bolus composé de 50
ug de sous-classes de LDL marquées, sur la portion protéique par I’ %] ou sur la portion lipidique
avec des *H-EC, et de 450 ug de sous-classes de LDL non-marquées ont €€ injectés dans une
souris par la veine de la queue. Du sang est récolté a différent temps suite a Iinjection et la
radioactivité dans le plasma est déterminée. Les résultats présentés sont des moyennes +/- SEM otl
A) letll n=4, llI n=3 et B) I et Il n=4, Il n=6.

3.1.5 Le métabolisme des sous-classes de LDL in vitro

Afin de déterminer le métabolisme in vitro des sous-classes de LDL, des essais
d’associations lipidique et protéique ont ét¢€ effectués avec des cellules Hep G2.
Pour ce faire, des cellules sont mises en présence de lipoprotéines marquées a
| pour I’association protéique et au “H-CE pour I’association lipidique.
L’association est déterminée par la quantité de radioactivité absorbée par les
cellules. La captation sélective est déterminée par la différence entre 1’association
lipidique et ’association prot€ique tandis que la dégradation est déterminée par
les '*I-peptides libre retrouvés dans le milieu. Normalement, les essais sont

effectués en présence de la BSA afin de refléter la situation physiologique mais
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nous les avons aussi effectué sans cette protéine, afin d’observer, par la méme
occasion, I'impact de la BSA sur le métabolisme des lipoprotéines. Tel que
montré dans la figure 5 la présence de BSA diminue le métabolisme des
lipoprotéines que se soit pour les protéines ou les lipides. Au niveau de
’association protéique, une différence significative est observable entre la sous-
classe I et la III. En effet, ’association protéique de la sous-classe III est
supérieure a celle de la I de 12% (figure 5 A). Par contre, cette plus grande
association protéique n’est pas secondée par une différence au niveau de la
dégradation protéique (figure 5 D). Pour ce qui est de I’association lipidique, il
semble que la présence de BSA permette la détection d’une plus faible association
lipidique chez la sous-classe II par rapport a celles des deux autres sous-classes,
soit une diminution de 16% (figure 5 B). La captation sélective semble étre
influencée par la présence ou ’absence de BSA étant donné que pour la sous-
classe II étudi€e en présence de BSA, il y a diminution de 27% de la captation
sélective tandis qu’en absence de BSA, il y a une augmentation de 13% par

rapport a la sous-classe I (figure 5C).
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Figure 5 : Métabolisme des différentes sous-classes de LDL in vitro chez des cellules Hep G2.

Association protéique (A), association lipidique (B), captation sélective des EC (C) et dégradation
(D) des sous-classes de LDL en présence (avec) ou en absence de BSA (sans). Des cellules Hep
G2 sont exposées a 20 ug/mL de LDL (sous-classes) marquées a I***1 pour I"association protéique
et aux *H-EC pour I'association lipidique. 2 37°C pour 4 heures. Les cellules sont solubilisées et la
radioactivité est déterminée. La captation sélective est déterminée par une soustraction de la valeur
de I'association prot€ique a celle de I’association lipidique. La dégradation est obtenue par la
mesuredes peptides marquées a I’iode-125 et rejetés dans Je milieu d’incubation. Les résultats
présentés sont des moyennes +/- SEM ol : A: n=4; B et C (sans BSA) : n=3; B et C (avec BSA |
et I[I: n=2; B et C (avec BSA II) : n=4; D (sans BSA): n=4; D (avec BSA T et II): n=3; D
(avec BSA 1I): n=4. Une différence significative (p<0.05) est observable quand la lettre d’une
colonne est différente d’une autre colonne de la méme catégorie. Dans le cas ot nous avons ab
c’est qu’il n’y a pas de différence avec la colonne qui contient un a ou un b.

Afin de mieux déterminer quelle sous-classe a le meilleur métabolisme in vitro,
des essais de compétitions entre les sous-classes ont été effectués pour
I’association protéique et lipidique. L’expérience a été effectuée a 3 reprises pour
A et D et a2 reprises pour B, C, E et F et malgré tout aucune différence

significative n’est ressortie de ces expériences (figure 6).
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Figure 6 : Métabolisme des sous-classes de LDL in vitro chez des cellules Hep G2 en présence
de sous-classes de LDL compétitrices

Association protéique (A, C et E) et lipidique (B, D et F) des sous-classes I (A. B), 11 (C, D) ou 111
(E, F) de LDL compétitionnées par les trois sous-classes de LDL. Des cellules Hep G2 sont
exposées a 20 ug/mL de chacune des sous-classes de LDL radioactives marquées sur la portion
protéique avec de I'I'”> ou sur la portion lipidique avec des "H-CE, a 37°C pour 2 heures. La
compétition est effectuée en ajoutant des concentrations croissantes des sous-classes I, Il ou III.
Les résultats présentés sont des moyennes +/- SEM oti (A et D) n=3; (B, C. Eet F) n=2.

3.2 Modification des LDL in vitro

Afin de maximiser I’observation de ’effet de la captation sélective sur les LDL un

modele in vitro a tenté d’étre développé afin de produire nos propres LDL.
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3.2.1 Effet sur la composition en lipides de la modification
effectuée in vitro par des cellules Hep G2

Le premier modele a consisté a exposer des LDL aux cellules Hep G2 €tant dans
un flacon de culture. Dans ’essai, deux parametres ont varié, soit la présence et
I’absence de cellules afin de s’assurer que I’effet observé sur les LDL provient
bien des cellules. Le second paramétre modifi€ est la quantité de LDL misent dans
le flacon de culture soit 4,5 ou 9 mg de LDL. Deux masses sont testées pour deux
raisons : la premiere pour récupérer assez de matériel afin d’effectuer les tests
ultérieurs, la seconde pour vérifier quelle masse permet une diminution en EC qui
est observable. Les LDL ont ¢été réisolées, aprés 6 heures d’incubation, et leur
cholestérol et triglycérides ont été dosés. Par rapport aux LDL natives, une
diminution moyenne de 41% est observable pour le cholestérol estérifié, 45%
pour le cholestérol libre et de 30% pour les triglycérides, par contre aucune
différence n’est observable entre 1’absence et la présence de cellules (figure 7 A et
B). Une diminution en cholestérol estérifi€é un peu plus marquée, mais non
significative, est observée avec 4,5 mg de LDL ; I’expérimentation se poursuivra

donc avec cette masse.

Pour permettre la croissance optimale des cellules, le fond du flacon de culture a
un coating. Afin d’éliminer ’impact potentiel du coating sur la manipulation,
dans une deuxiéme essai, I’expérimentation a €t€ effectuée sur des cellules
préalablement misent en suspension par I’action de la trypsine. La suspension de
cellules est conservée soit dans des tubes de verre de 15 mL (V) et de plastique de
15 (P15) ou 50 mL (P50) sous agitation avec oxygénation. Dans ce cas, aucune
diminution en lipides n’est observable avec et sans cellules en suspension (figure

7 CetD).
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Figure 7 : Effet d’une incubation avec des cellules Hep G2 adhérentes ou en supsension sur
la composition lipidique des LDL

Composition en cholestérol estérifié et libre (A, C), et en triglycérides (B, D) de LDL ayant subies
différents traitements. Les LDL natives (N) sont des LDL qui ont &té isolées a partir d’un plasma
humain par ultracentrifugation différentielle. Celles-ci sont utilisées afin de générer les autres
types de LDL. Deux types d’essais ont €té effeclués : I'un avec des cellules adhérentes (A, B) et
I’autre avec des cellules en suspension (C, D). Dans le cas des cellules adhérentes. deux quantités
de LDL, soit 4,5 et 9 mg ont €té déposées dans du milieu MEM dans un flacon de culture de 225
cm’ ensemencé de cellules Hep G2. Un contrdle sans cellule est effectué avec les deux masses de
LDL (C-4,5 et C-9). Dans le cas des cellules en suspension, plusieurs contenant ont été utilise€s,
soit des tubes de 15 mL en verre (V) ou des tubes de polypropyléne de 15 ou de 50 mL (P15 ou
P50). Des LDL, des cellules Hep G2 et du MEM ont ét€ déposés dans les différents tubes sorte a
avoir une concentration finale de 300 ug de protéine/mL de LDL. Un contrdle a €té effectué sans
cellules (C-V, C-P15 et C-P50). Les résultats présentés sont des moyennes +/- SEM ot A et B) n=
2; Cet D) n=I, P15 et P50 natives) n=2.

3.2.2 Effet de la mise en suspension des cellules sur
I’expression du SR-BI
L’absence de diminution lipidique nous a poussé a vérifier la présence du

récepteur SR-BI chez les cellules Hep G2 adhérentes et en suspension. Pour ce
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faire, un Western Blot a été effectué sur des cellules en suspension et des cellules
adhérentes. Il est possible de remarquer a la figure 8 que le niveau du SR-BI chez
les cellules adhérentes est beaucoup plus grand que chez les cellules en

suspension,

Figure 8 : Effet de la mise en suspension des cellules Hep G2 sur 'expression du récepteur
SR-BI

Immunodétection de I'expression du SR-BI chez des cellules Hep G2 adhérentes et des cellules
Hep G2 en suspension. Les cellules sont solubilisées tel que décrit dans la section Matériel et
méthodes, puis 50 pg de protéines des cellules Hep G2 adhérentes (1) et en suspension (2) ont €té
séparés sur gel de SDS-PAGE et immunodétectés avee des anticorps polyclonaux de SR-BI suivi
d’une détection par chemiluminescence.

3.3 Modification des LDL in vivo

Etant donné que les expériences in vitro n’ont pas donné de résultats concluants,
un modele in vivo a été développé afin d’observer plus facilement I’effet de la
captation sélective sur les LDL. En effet, des expériences effectuées par Mr
Brodeur (Brodeur et al. 2005) ont démontré que la mise en circulation de LDL
chez des souris C57BL/6 modifie la migration sur NDGGE et agarose-barbital.
Par contre, plusieurs modeles seront testés afin de minimiser ['utilisation

d’animaux.
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3.3.1 Chez le rat Sprague-Dawley

3.3.1.1 Métabolisme du rat Sprague-Dawley

Le premier animal qui a été utilisé a été le rat Sprague-Dawley. La premiere €tape
consistait a vérifier qu’il y a de la captation sélective chez cet animal. Pour ce
faire, un animal a été injecté avec des LDL radioactives soit marquées a I''*’I ou
en *H-cholestérol oléate et la radioactivité a été mesurée dans le plasma a
différents temps. Les résultats sont un pourcentage de la radioactivité présente au
temps X sur la radioactivité du temps 2 minutes. Ceux-ci ne permettent pas
d’établir une proportion de captation sélective mais plutét permettent de
déterminer s’il y a captation sélective. Dans la figure 9, 360 minutes suite a
’injection des lipoprotéines, 25% de 1] est disparu de la circulation sanguine.
Par contre, 95% des *H-EC sont disparus. L’iode 125 représente la portion
protéique. Si la portion protéique disparait c’est que la LDL est entierement
dégradée par la voie de captation globale. Dans le cas des EC marqués au H, 25%
de la disparition des SH-EC est causée par la captation globale tandis que le restant
est due a la captation sélective. Ainsi, la figure 9 démontre qu’il y a de la
captation sélective d’esters de cholestérol de LDL chez les rats Sprague-Dawley

puisque le *H-cholestérol-oléate disparait plus rapidement que [
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Figure 9 : Métabolisme des LDL chez le rat Sprague Dawley

Clairance de LDL radioactives chez un rat Sprague Dawley. Un bolus composé de 50 ug de LDL
marquées, sur la portion protéique par I''*’I ou sur la portion lipidique avec des *H-EC, et de 450
ug de LDL non-marquées a €té injecté dans un rat par la veine de la queue. Du sang a €té récolt€ a
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différent temps suite a I’injection et la radioactivité dans le plasma a €té déterminée. Les résultats
présentés sont des moyennes +/- SEM ol n=2.

3.3.1.2 Effet de la modification in vivo chez le rat Sprague

Dawley sur la composition en lipides des LDL

Afin de déterminer les conditions permettant la production d’une grande quantité
de LDL le plus appauvries en EC possible, une cinétique a ét€ réalisée. Ainsi les
LDL ont €té injectées pour différents temps soit |, 3 ou 6 heures dans des rats et
récupérées par ponction cardiaque. Les LDL ont ét€ ré-isolées par
ultracentrifugations afin de déterminer le temps d’incubation optimal pour
observer une modification des LDL. 1] est possible de remarquer que plus les LDL
sont en circulation, plus il y a une modification au niveau lipidique. En effet le
cholestérol estérifié subi une diminution de 3% en 1 h, 9% en 3 h et 13% en 6h.
Pour ce qui est des triglycérides, la diminution est plus drastique soit 39% en | h,
59% en 3h et 78% en 6h (Figure 10). Pour les expériences ultérieures, nous avons
conservé le temps de 3 heures puisqu’il est possible d’observer une certaine
diminution en cholestérol estérifi€¢ ainsi qu’une diminution importante en
triglycérides, tout en conservant une quantit€ suffisante de LDL pour le ré-

isolement (les LDL en circulation étant métabolisé).
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Figure 10 : Effet de la circulation des LDL dans le systéme sanguin du rat Sprague-Dawley
sur leur compositions lipidiques, en fonction du temps

Composition de différentes LDL en cholestérol estérifi€ et libre (A), et en triglycérides (B) en
fonction de différentes périodes d’incubation dans ’animal. Les LDL natives sont des LDL isolées
a partir d’un pool de plasma humain. Les LDL Mod 1H, 3H et 6H sont des LDL natives injectées
dans un rat dont le sang est récupéré 1, 3 ou 6 heures plus tard. (n=1)
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La forte diminution en triglycérides pourrait &tre attribuable a I’action de la LPL
qui hydrolyse les triglycérides. Afin de mesurer I'impact du SR-BI sur la
captation sélective des lipides des LDL sans ’action de la LPL, des rats ont été
préalablement injectés avec de la protamine sulfate [25 mg/kg] pendant 30
minutes avant I’injection des LDL. Il a ét€ prouvé antérieurement que la
protamine sulfate inhibe la LPL. Ce nouvel élément permet d’annuler la
diminution en triglycérides (figure 11). Il est aussi possible de remarquer que la
diminution en EC est plus faible avec I’action de la protamine. Il est souhaitable
pour |’expérimentation de générer des LDL ayant une diminution en EC
maximale. Ceci étant dit, les expérimentations subséquentes s’effectueront sans la

protamine pour maximiser cette diminution en EC.
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Figure 11 : Effet d’une circulation de LDL dans le systéme sanguin du rat Sprague-Dawley
sur la composition lipidique de ces lipoprotéines.

Composition de différentes LDL en cholestérol estérifi€ et libre (A), et en triglycérides (B). Les
LDL natives sont des LDL isolées a partir d’un pool de plasma humain. Les LDL Ctl sont des
LDL natives injectées dans un rat dont le sang est récupéré immédiatement. Les LDL Mod sont
des LDL natives injectées dans un rat dont le sang est récupéré 3 heures plus tard. Les LDL
Prot sont des LDL natives injectées dans un rat 30 minutes suite a une injection de protamine [25
mg/kg] et dont le sang est récupéré 3 heures plus tard. Les résultats présentés sont des moyennes
+/- SEM ou Natives et Mod) n=5, Ctl et Prot) n=2. (Statistiquement différents par rapport au
native * : p<0,05; ** : p>0.001)

3.3.1.3 Effet de la modification in vivo chez le rat Sprague
Dawley sur la taille et la charge des LDL

Pour déterminer la charge des LDL modifiées in vivo, une migration a été

effectuée sur gel d’agarose-barbital. Une plus grande migration par rapport aux
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LDL natives est observée tant pour les LDL qui ont circulées dans le rat avec
(protamine) ou sans protamine (modifiées) que pour les LDL qui ont €t
conservées dans le sang d’un rat (contréle) pendant 3 heures (figure 12 A). Ceci
suggére une augmentation de la charge négative des lipoprotéines. Dans ces trois
mémes cas, il est aussi possible de voir une seconde population de LDL de faible
intensité beaucoup plus chargée négativement (figure 12 A). Une autre
électrophorése a été réalisée, cette fois sur gel de NDGGE pendant 24h afin
d’évaluer la taille des différents types de LDL. Celle-ci reste similaire dans tous
les cas (figure 12 B). Par contre, il n’y a pas de seconde population plus bas dans
le gel, ce qui indique que la population la plus chargée sur le gel d’agarose-

barbital est de la méme grosseur que celle moins chargée.

A B

1 2 3 4 1 2 3 4

Figure 12 : Effet d’une circulation de LDL dans le systéeme sanguin du rat Sprague-Dawley
sur la charge et la taille de ces LDL

Migration sur gel de barbital-agarose a 0.5 % (A) et sur gradient de gel non-dénaturant de 2-16 %
(NDGGE) (B) de différentes LDL. 1: Natives: 2: Mod: 3: Prot; 4: Cil. Un échantillon de

différentes LDL contenant 5 ug de protéine est déposé sur gel de barbital-agarose et NDGGE. Une
migration respective de 1h30 2 90 V et de 24h a 125 V est effectuée pour chacun des gels.

3.3.1.4 Effet de la modification in vivo chez le rat Sprague
Dawley sur la capacité de compétition des LDL par
rapport aux LDL natives marquées sur la portion
protéique

Les LDL recueillies ont €t€ utilisées pour faire différents essais. Le premier essai

effectu€ a ét€ un de compétition entre des '5]-LDL natives et une concentration

croissante de LDL modifiées 3 heures chez le rat (Mod 3H) versus de LDL
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natives. Le but était de déterminer si les LDL Mod 3H compétitionnent plus
efficacement les LDL natives radioactives que les LDL natives. 11 ne semble pas y
avoir une différence d’association dans ce cas (figure 13 A), par contre quand des
HDL; sont ajoutées, afin de saturer le récepteur SR-BI et ne laisser aux LDL que
la capacité de se lier au rLDL, on peut observer une diminution de la capacité de
compétition des LDL Mod 3H versus les LDL natives (figure 13 B). Ceci indique
une plus grande affinit€ des LDL Mod 3H pour le récepteur SR-BI par rapport au
LDL natives. En comparant les deux essais de compétition, la présence des HDL;
cause une diminution de 15 a 25% de la compétition effectuée par les LDL Mod
3H.
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Figure 13 : Effet d’une circulation de LDL dans le systeme sanguin du rat Sprague-Dawley
sur leurs capacités a compétitioner les LDL natives marquées sur leur portion protéique

Association prot€ique, en absence (A) ou en présence de HDL; a 1500 ug/mL (B). de LDL natives
en présence de différents types de LDL compétitrices. Des cellules Hep G2 sont exposées a 20
ug/mL de LDL marquées sur la portion prot€ique par '3, et des concentrations croissantes de

LDL (natives ou Mod 3H) avec ou sans 1500 pg/mL de HDL; a 37°C pour 4 heures. Les résultats
présentés sont des moyennes +/- SEM ol A) n=2 et B) n=1.

3.3.1.5 Effet de la modification in vivo chez le rat Sprague
Dawley sur la capacité de compétition des LDL par
rapport aux LDL natives marquées sur la portion
lipidique

Le méme essai est refait mais cette fois avec des LDL natives marquées dans la

portion lipidique avec des ‘H-EC. 1I apparait que les LDL Mod 3H sont de

meilleurs ligands que les natives (figure 14 A). En effet, on observe une
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diminution trés marquée de la compétition, soit entre 17 & 34%. Dés que le SR-BI
est saturé, cet effet disparait (figure 14 B). Ceci confirme les résultats obtenus
précédemment comme quoi I’affinité des LDL Mod 3H est plus grande pour le

SR-BI que les LDL natives.
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Figure 14 : Effet d’une circulation de LDL dans le syst¢éme sanguin du rat Sprague-Dawley
sur leurs capacités a compétitionner les LDL natives marquées sur leur portion lipidique

Association lipidique, en absence (A) ou en présence de HDL; a 1500 pg/mL (B), de LDL natives
en présence de différents types de LDL compélitrices. Des cellules Hep G2 sont exposées a 20
ug/mL de LDL radioactives marquées sur la portion lipidique avec des *H-EC a 37°C pour 4
heures. La compétition est effectuée en ajoutant des concentrations croissantes de LDL (natives,
Mod 3H). Les résultats présentés sont des moyennes +/- SEM o A) n=2 et B) n=1.

3.3.2 Chez les souris C57BL/6

Chez les souris C57BL/6, il n’a pas été nécessaire de vérifier la capacité
d’effectuer la captation sélective étant donné que leur potentiel est déja trés bien

connu (Brodeur et al. 2005).

3.3.2.1 Effet de la modification des LDL in vivo chez les souris

C57BL/6 sur la composition lipidique des LDL

Le modele C57BL/6 comporte ’avantage d’avoir une plus faible diminution en
triglycérides (figure 15 B) par rapport au rat, accompagnée d’une diminution en
cholestérol estérifié (figure 15 A). Par rapport aux LDL natives, les LDL ayant été
conservées dans du plasma de souris pendant 3 heures ont eu une diminution en
triglycérides de 7% (Ctl). La circulation de 3 heures dans la souris (Mod) a

augmenté cette diminution en triglycérides a 17%, toujours en comparant aux
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LDL natives. Des qu’il y a de la protamine sulfate (Prot) la situation redevient
comparable a celle du contrble soit une diminution de 5% (figure 15 B). Le
cholestérol estérifié subit une diminution par rapport au LDL natives de 7% pour
le contrdle et de 19% pour les LDL Mod et Prot. Par contre, ces diminutions ne
sont pas suffisantes pour obtenir une différence significative par rapport aux LDL
natives de plus nombreuses expériences sont nécessaires. Nous étions donc

toujours a la recherche d’un autre syst¢me.
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Figure 15 : Effet d’une circulation de LDL dans le systéme sanguin de la souris C57BL/6 sur
la composition lipidique de ces LDL

Composition de différentes LDL en cholestérol (A) et en triglycérides (B). Les LDL natives sont
des LDL isolées a partir d’un pool de plasma humain. Les LDL Ctl sont des LDL natives injectées
dans une douzaine de souris C57BL/6 dont le sang est récupéré immédiatement. Les LDL Mod
sont des LDL natives injectées dans des souris C57BL/6 dont le sang est récupéré 3 heures plus
tard. Les LDL Prot sont des LDL natives injectées dans des souris C57BL/6, 30 minutes suite a

une jnjection de protamine [25 mg/kg] et dont le sang est récupéré 3 heures plus tard. Les résultats
présentés sont des moyennes +/- SEM ol n=2.

3.3.3 Chez les souris CD1

3.3.3.1 Métabolisme des LDL chez la souris CD1

La premiere étape a consisté a vérifier qu’il y a de la captation sélective chez la
souris CD1. Il est possible de savoir qu’il y a captation sélective €étant donné que

la courbe de clairance du °H est plus basse que celle de I’ 121 (figure 16).
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Figure 16 :Métabolisme des LDL chez la souris CD1

Clairance de LDL radioactives chez une souris CDI. Un bolus composé de 50 pg de LDL
marquées sur la portion protéique par I’ ou sur la portion lipidique avec des *H-CE, et de 450
ug de LDL non-marquées a été injecté dans une souris par la veine de la queue. Du sang a été
récolté a différent temps suite a I’injection et la radioactivité dans le plasma a été déterminée.

(n=1)

3.3.3.2 Effet de la modification in vivo chez la souris CD1 sur la

composition lipidique des LDL

Afin de modifier les LDL par I’action du récepteur SR-BI, les LDL ont été
injectées dans la souris CD1, récupérées et isolées 3 heures plus tard (LDL Mod)
tandis que les LDL Ctl ont été déposées dans du plasma de souris puis ré-isolées
afin d’éliminer I'impact du plasma des souris et de toutes les manipulations
d’isolement sur les LDL. Les LDL récupérées ont €té caractérisées au niveau des
lipides. Les LDL Mod et Ctl, ont une diminution du cholestérol estérifié
significative par rapport aux LDL natives de 30% (figure 17 A). Une diminution
statistiquement significative de 52% des triglycérides (figure 17 B) des LDL Mod
est aussi observée. Pour une fois que nous avions généré des LDL clairement
appauvries en esters de cholestérol, nous ne pouvions attribuer cette diminution
I’activité SR-BI, car une simple incubation avec du sang de souris les appauvries
tout aussi bien. Nous avons toutefois poursuivi I’analyse de ces particules

lipoprotéiques.
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Figure 17 : Effet d’une circulation de LDL dans le systéme sanguin de la souris CD1 sur la
composition lipidique de ces LDL

Composition de différentes LDL en cholestérol estérifié et libre (A), et en triglycérides (B). Les
LDL natives sont des LDL isolées a partir d’un pool de plasma humain. Les LDL Ctl sont des
LDL natives injectées dans des souris CDI dont le sang est récupéré immédiatement. Les LDL
Mod sont des LDL natives injectées dans des souris CD1 dont le sang est récupéré 3 heures plus
tard. Les résultats présentés sont des moyennes +/- SEM ou n=3. (Statistiquement différents par
rapport aux natives * : p < 0,05: ** : p<0,01)

3.3.3.3 Effet de la modification in vivo chez la souris CD1 sur la

charge et la taille des LDL

L’analyse des charges par électrophorese sur gel de barbital-agarose (figure I8 A)
révele que celle des LDL Ctl est plus négative que celle des LDL Mod, qui sont
quant a elles plus chargées négativement que les LDL natives. Les LDL Mod ont
migré plus loin sur NDGGE que les natives et les LDL Ctl plus loin que les LDL
Mod. Ceci indique que les LDL Ctl sont plus petites que les LDL Mod, qui sont
plus petites que les LDL natives (figure 18 B).
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Figure 18 : Effet d’une circulation de LDL dans le systéme sanguin de la souris CD1 sur la
charge et la taille de ces LDL

Migration sur gel de barbital-agarose a 0,5 % (A) et sur gradient de gel non-dénaturant de 2-16%
(NDGGE) (B) de différentes LDL. Un échantillon de différentes LDL contenant 5 ug de protéine
est déposé sur gel de barbital-agarose ou NDGGE dans I'ordre 1 : Mod; 2 : Natives; 3: Ctl. Une
migration respective de 1h30 290 V et de 24h a 125 V est effectuée pour chacun des gels.

3.3.3.4 Effet de la modification in vivo chez la souris CD1 sur la

susceptibilité a I’oxydation des LDL

Pour ce qui est de la susceptibilité a I’oxydation (figure 19), les différentes LDL
atteignent une oxydation maximale a différentes valeurs d’absorbance. Les LDL
Ctl ont la plus basse valeur d’absorbance pour une oxydation maximale, suivi des
LDL Mod et des LDL natives. Par contre I’oxydation semble débuter plus

rapidement chez les LDL Ctl, suivi de pres par les LDL natives et les LDL Mod.
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Figure 19 : Effet d’une circulation de LDL dans le systeme sanguin de la souris CD1 sur la
susceptibilité a Poxydation de ces LDL

Evaluation de la susceptibilité a I’oxydation des LDL natives. contrdles et modifiges. Brizvement
50 ug/mL de LDL sont incubés a 37°C en présence de CuSO, [1.67 umol/mL]. L absorbance a
234 nm est prise a toutes les 2 minutes et ce pendant un total de 5 heures.

3.3.3.5 Effet de la modification in vivo chez la souris CD1 sur le

métabolisme in vitro des LDL

Afin de déterminer le métabolisme in vitro des différentes lipoprotéines, des
essais d’association lipidique et protéique ont été effectués avec des cellules Hep
G2. Les essais effectués démontrent une diminution de 1’association protéique de
26% (figure 20 A) et de la dégradation de 33% (figure 20 D) chez les LDL Mod
par rapport aux LDL Natives. Pour ce qui est de [’association lipidique (figure 20
B) et de la captation sélective (figure 20 C), celles-ci sont augmentées

respectivement de 29% et de 62% par rapport a celles des LDL Natives.
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Figure 20 : Effet d’une circulation de LDL dans le systéme sanguin de la souris CD1 sur le
métabolisme in vitro de ces lipoprotéines

Association protéique (A), association lipidique (B), captation sélective des EC (C) et dégradation
(D) de différents types de LDL. Des cellules Hep G2 sont exposées a 20 ug/mL de LDL (Mod ou
Natives), marquées a I'l'** pour I’association protéique et aux *H-CE pour Iassociation lipidique.
437 °C pour 4 heures. Les cellules sont solubilisées et la radioactivité est déterminée. La captation
sélective est déterminée par une soustraction de la valeur de I"association protéique a celle de la
valeur de I’association lipidique. La dégradation est obtenue par I'iode libre présente dans le
milieu incubé avec les cellules. Les résultats présentés sont des moyennes +/- SEM ol A, B et D
n=5 alors que C n=4. (Statistiquement différents par rapport aux natives *** p< 0,005 * p< 0,05)

3.3.3.6 Effet de la modification in vivo chez la souris CD1 sur la
capacité de compétitionner des LDL par rapport a

d’autres ligands du récepteur SR-BI

Différents essais de compétition ont ét€ effectués avec des cellules Hep G2. Les
compétiteurs utilisés sont des LOX, des FOX, des HDL; et des LDL natives.
Différents ligands ont été utilisé€s afin de mettre différentes caractéristiques des
lipoprotéines en évidence. Les LDL oxydées (LDLox) sont connues pour étre des
ligands de SR-BI, mais pas du rLDL. Différents niveaux d’oxydation permettent

I’inhibition plus ou moins marquée de 1’association des différentes lipoprotéines.
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Les LOX et HDIL3 montrent que les LDL Mod ont une affinité plus faible pour le
SR-BI que les LDL natives, en ayant une diminution plus marquée de
association. Par contre, lorsque I’on a des LDL fortement oxydées (FOX), il y a
peu de différence entre les LDL Mod et les LDL natives. Les LDL natives
permettent la compétition de plusieurs récepteurs dont le SR-BI et le rLDL, ce qui

explique que la diminution est beaucoup plus forte.

. 1oo 100
g G ——Ilod = —liod
u, 'é' 804 \ Natives | o = Natives
© = = &
o = o
o3 o
co 60 ey
2n e n 50
B2 401 B
0 [r =1
oL ° 9
@~ 201 P
o <«
0 T T T 0 T T T
0 250 500 750 1000 0 250 500 750 1000
Concentration en HDL compétitrices Concentration en LOX compeétitrices
(Hg/mL) (Hg/mL})
100 100
T _ ——tidod ®_ —=—Mod
oz Natves | o 2 Natives
g2 23 .
o o
_S w50+ = S 501 \
- = \\
K KN \
28 g5 \
»w P
w [
P <t =
0 . T — 0 T T T
0 250 500 750 1000 0 250 500 750 1000
Concentration en FOX compétitrices Concentration en LDL compétitrices
(Hg/mL) (Hg/mL)

Figure 21 : Effet d’une circulation de LDL dans le systeme sanguin de la souris CD1 sur leur
métabolisme in vitro en présence de différents ligands du SR-BI

Association protéique de LDL Mod et de LDL natives en présence de concentrations croissantes
de HDL (A), de LOX (B), de FOX (C) et de LDL (D). Des cellules Hep G2 sont exposées a 20
ug/mL de LDL radioactives, marquées sur la portion protéique par I’ 5] (Natives ou Mod), a 37°C
pour 2 heures. La compétition est effectuée en ajoutant des concentrations croissantes de
différentes lipoprotéines. Les résultats présentés sont des moyennes +/- SEM ou Mod n=3 et
Natives n=2.



CHAPITRE IV

DISCUSSION

Les objectifs de I’étude sont de déterminer si la captation sélective produite par le
SR-BI est bénéfique pour 1’organisme et de créer un modele afin de générer des

LDL ayant subi la captation s€lective.

4.1 Les sous-classes de LDL

L’évaluation de la composition en EC des différentes sous-classes de LDL est
différente ce qui est rapporté dans la littérature (Berneis et Krauss 2002). En effet,
la sous-classe la plus riche en EC est la I suivi de la II et finalement la III. Tandis
que la littérature rapporte une plus forte quantité d’EC chez la 11T suivi de la II et
finalement la 1. La technique d’isolement pourrait &tre & la source de la différence
entre la littérature et les résultats obtenus. Il serait bénéfique d’isoler les sous-
classe en utilisant deux technique différentes afin d’é€valuer I’impact de
I’isolement sur la composition lipidique des lipoprotéines. Pour ce qui est des TG,
ceux-ci sont en plus grande quantité chez la [ suivi de la II et finalement la III. Les
quantités de lipide mesurées chez les différentes sous-classe concorde avec la
taille des LDL déterminé par la migration sur NDGGE, car plus la LDL est riche
en lipide plus celle-ci est grosse. La sous-classe I est en effet la plus grosse, suivie
de la Il et de la III. Au niveau de la charge, la sous-classe III semble &tre
légerement plus chargée négativement que les deux autres. Ceci pourrait indiquer
un tres léger début d’oxydation par rapport aux deux autres sous-classes ou la
lipoprotéine est légérement plus négative due a sa composition. En effet, quand
une LDL est oxydée, celle-ci migre plus loin dans le gel par rapport a une LDL
non oxydée. Plus la LDL est fortement oxydée plus elle migre loin. [.’évaluation

de la susceptibilité a I’oxydation révele que le plateau des sous-classes I et III est
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plus bas que pour celui de la sous-classe 1I, donc que la sous-classe I a subi une
plus grande formation de dienes conjugués que la sous-classe I et III. Elle est donc
plus fortement oxydable. Pour la sous-classe III, il semble normal que la
formation de dieénes conjugués soit plus faible car celle-ci a une composition
lipidique plus petite que les autres. Ainsi la disponibilit€¢ du substrat permettant la
peroxydation lipidique pourrait &tre responsable de I’atteinte un plateau plus bas
que les deux autres sous-classes. Pour la sous-classe I, la susceptibilité a
I’oxydation n’est pas comme il était attendu. En effet, en ayant une composition
plus riche en lipide, la sous-classe I aurait di atteindre un plateau plus haut que

celui de la sous-classe 11, qui elle a moins de EC et de TG.

Le métabolisme in vivo permet d’observer une clairance un peu plus rapide de la
sous-classe IIl que des deux autres sous-classes. La sous-classe III aurait donc une
meilleure affinit€ que les autres pour le rLDL. Cette observation appuie le fait
qu’il n’y a pas d’oxydation chez cette lipoprotéine car |’oxydation diminue
I’affinité de la LDL pour le rLDL. Il est surprenant que la sous-classe III soit celle
qui est le mieux métabolisée lorsqu’on suit sa fraction protéique, un indicateur de
I’activité de captation globale par la voie du rLDL. En effet, la théorie rapporte
que la sous-classe II (densité¢ de 1,032 a 1,038 g/mL) serait celle qui a le plus
d’affinit€¢ pour le rLDL (Nigon ef al. 1991, Campos et al. 1996). L’étude du
métabolisme in vitro confirme ce qui vient d’étre observé in vivo. En effet,
I’association protéique de la sous-classe III est plus grande que celle de la sous-
classe II. La dégradation de la sous-classe III semble aussi plus élevée que celles
des autres sous-classes, mais toutefois, la grande variabilité dans les résultats ne
permet pas de poser des conclusions définitives. Une plus grande quantité d’essais

auraient probablement permis la mise en valeur de cette différence.

La BSA est généralement présente au sein des essais in vifro afin de recréer un
milieu proche du plasma sanguin. Nous avons aussi voulu mesurer I’impact de la
BSA dans nos milieux d’incubation parce qu’au moment de cette partie de

I’étude, nous doutions de la qualité de ce produit commercial. Les nombreux
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essais in vitro effectués avec les LDL sur les cellules Hep G2 ont toujours
confirmé que les cellules effectuent de la captation sélective. L’achat d’un
nouveau numéro de lot de BSA n’a pas permis I’observation de captation sélective
chez ces mémes cellules. Ceci nous a forcé a évaluer les différences qui
apparaissent entre les essais effectués avec et sans BSA. Nos résultats ont
démontré que la présence de BSA dans le milieu de I’essai diminue [’association
et la dégradation des LDL par les cellules Hep G2, mais en conservant les mémes
proportions entre les différentes sous-classes. Pour ce qui est de [’association
lipidique, la présence de BSA et son absence ne donnent pas les mémes résultats.
En effet, en présence de BSA permet d’observer une différence significative entre
I”association lipidique de la sous-classe 11 par rapport a la I et la IIl. En absence de
BSA la sous-classe II semble avoir une association lipidique plus élevée que les 2
autres. La seule différence entre ces essais la présence de la BSA. 1l est possible
que Ja BSA soit la source de ce probleme La théorie rapporte que la BSA
malonylée (M-BSA) est un ligand du SR-BI (Acton er al. 1994). La BSA
malonylée est produite par 1’ajout d’anhydride maléique qui est produit par
I’oxydation de benzéne ou autre cycle aromatique (Goldstein et al. 1979). Ainsi,
la présence de M-BSA pourrait modifier les résultats obtenus du c¢6té lipidique, un
reflet de la capacité de captation sélective, en ayant une meilleure association que
certaines sous-classes de LDL au SR-BI. La captation sélective se trouve aussi a
avoir des résultats différents. En effet, I’absence de BSA permet d’observer une
augmentation de captation sélective tandis qu’en présence de BSA, il y a une
diminution de la captation sélective. Il apparait donc possible que la qualité de la
BSA commerciale n’est pas toujours a la hauteur et qu’elle devrait étre vérifice

avant de procéder a des essais.

4.2 Modeéle in vitro chez les cellules Hep G2

Lors du développement du modéle in vitro, plusieurs essais ont été effectués. Le
premier a consisté a faire varier la quantité de LDL, soit une quantit¢ de 9 et de

4,5 mg chez des cellules conservées dans des flacons de culture. La plus grande
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quantité¢ permet de s assurer de récupérer suffisamment de lipoprotéines et ce
malgré la captation globale et les pertes subies lors des manipulations. La plus
petite quantité devait permettre d’observer si I'impact de la captation sélective
serait en corrélation inverse avec la concentration. Tel qu’attendu, une diminution
du cholestérol est retrouvée chez les LDL récupérées. Par contre, il est impossible
d’affirmer si cette diminution est due a ’action du SR-BI, étant donné qu’elle se

retrouve aussi dans des conditions dans cellules.

Les flacons de culture utilisés pour I’essai ont un enduit hydrophile (coating) sur
la surface afin de faciliter la croissance cellulaire dans les flacons. Afin d’éliminer
’influence que pourrait avoir le coating, 'essai a été effectué sur des cellules
préalablement misent en suspension grace a I’action de la trypsine. Pour trouver la
condition idéale et minimiser I’impact des matériaux et des volumes sur 1’essai,
celui-ci a été effectué dans différents contenants. Ainsi, le verre et le plastique ont
été¢ comparés de méme qu’un volume de 15 et de 50 mL. Le point positif de ce
modele est qu’il n’y a pas eu de diminution en EC chez les LDL qui n’était pas en
présence de cellules Hep G2 en suspension. Par contre, la présence des cellules en
suspension n’a pas plus modifié la composition en EC des LDL. Cette soudaine
absence de diminution en EC chez les LDL nous a amené€ a vérifier la présence du
récepteur SR-BI chez les cellules Hep G2 adhérentes en comparaison avec les
cellules en suspension. Nous avons observé une expression plus faible du SR-BI
par les cellules en suspension, qui peut &tre due a I’effet de la trypsine sur la paroi

cellulaire des cellules. Ainsi le modele in vitro n’était pas adéquat.

4.3 Modele in vivo

4.3.1 Chez le rat Sprague Dawley

Le modele in vivo chez le rat a permit de confirmer la captation sélective chez cet
animal. Le rat Sprague-Dawley a été sélectionné étant donné sa grande taille qui
permet I’injection et la récupération d’une plus grande quantité¢ de LDL. Par la

suite, une cinétique a €té effectuée pour déterminer le temps optimal d’incubation
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des LDL dans I’animal. La figure 10 montre que le temps de 6h donne une
diminution en ester de cholestérol plus marquée que le | et 3 heures. Par contre, la
captation globale diminue de fagon importante la quantité de LDL qui est
récupérée (Résultats non montrés). Le temps de 3h a donc été conservé afin

d’obtenir une quantité suffisante de LDL appauvries.

Par rapport aux essais in vitro, la diminution en TG est majeure. En circulation, il
y a de la LPL qui hydrolyse les TG des lipoprotéines en acides gras. Afin
d’éliminer ce facteur dans |'expérimentation, |’injection de protamine, un
inhibiteur de la LPL, 30 minutes avant I’administration de LDL a été effectuée. Il
est possible d’affirmer que la LPL est responsable de la diminution en
triglycérides étant donné que celle-ci n’est plus observable lorsque la protamine
est utilisée. Par contre, la diminution en cholestérol estérifi€ disparait elle aussi.
La LPL augmenterait donc I’activité de captation sélective. Cette affirmation est
supportée par I’étude de Seo et al. (2000). Cette étude a démontré que la captation
sélective des LDL est augmentée de 3 a 5 fois en présence de LPL chez la lignée
cellulaire CHO (chinese hamster ovary cells). Par contre, selon cette €tude,
I’augmentation de la captation sélective ne serait pas en relation avec I’activité du
SR-BI puisque la surexpression de SR-BI dans ces cellules n’augmente pas la
captation sélective. Si le SR-BI n’est pas impliqué au niveau de la captation
sélective, du moins dans ces cellules, les protéoglycans de la surface cellulaire y
tiennent un role essentiel. En effet, chez des cellules déficientes en protéoglycans,
aucune activité de captation sé€lective n’est détectable (Seo et al. 2000). Dans la
méme ligne de pensées, la captation sélective est fortement diminuée en présence
d’héparine qui dissocie le complexe LPL-LDL des protéoglycans et le traitement
des cellules avec du sodium chlorate qui €limine la chaine glycosaminoglycane
des protéoglycans cellulaires inhibe la captation sélective. De plus, I’association
entre la LPL et la LDL est aussi essentielle. En effet, la présence d’anticorps anti-
LPL, qui rend impossible la liaison entre la LDL et la LPL (Goldberg et al. 1986),
diminue la captation sélective chez la LDL. Par contre, 1’activité catalytique de la

LPL ne serait pas en cause car en présence de tetrahydrolipstatin, un inhibiteur de
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la LPL la captation sélective se poursuit. Ceci nous indique que la diminution en
TG n’est pas nécessaire a la voie de captation sélective. Les études précédentes
sur la protamine sulfate indiquent que la protamine sulfate occuperait tous les sites
de liaison sur la LPL (Hultin et al. 1994) empéchant ainsi la liaison entre la LPL
et la LDL chez les rats Sprague Dawley. Comme vu précédemment dans I’étude
de Seo et al. (2000) si la LDL ne peut se lier a la LPL, il ne peut y avoir de
captation sélective en utilisant la voie des protéoglycans. Ainsi la captation
sélective observée en présence de protamine sulfate serait vraisemblablement

causée par I’activité du SR-BI

La comparaison de la charge des différentes LDL a permis de remarquer qu’une
seconde population distincte plus chargée est observable dans les échantillons
contrdle et modifié chez le rat. Celle-ci n’apparait pas sur le gel de NDGGE, par
contre I’échantillon semble diffus. Il est possible que dans I’échantillon, il y ait
une hétérogénéité comme ce que I’on observe avec les sous-classes et que les plus

petites LDL aient commencées a s’oxyder en ayant une quantité moindre

d’antioxydants que les autres LDL (Tribble et al. 2001).

Afin de vérifier le métabolisme de ces LDL, des essais de compétition ont été
effectués. Dans le cas de la compétition de LDL natives marquées sur la portion
protéique, la figure 13 démontre que les LDL Mod compétitionnent moins
efficacement que les LDL natives en présence de HDL;. La présence des HDL
permet le blocage du SR-BI sans nuire a la liaison des LDL au rLDL. Ainsi, il est
possible d’observer uniquement I’association au rLDL. Les LDL Mod en
compétitionnant moins bien que les LDL natives suggere que 1’affinité des LDL
mod pour le rLDL est diminuée par rapport a celle des LDL natives. Ceci pourrait
concorder avec la diminution en lipides qui cause une diminution de la taille car
en effet, une forte diminution de la taille de la LDL diminue son affinité pour le
rLDL (Campos et al. 1996). De plus, si comme suggéré précédemment, elle est
oxydée, ceci aurait aussi comme conséquence de diminuer encore plus I’affinité

de la LDL pour le tLDL. Pour ce qui est de la compétition par rapport au contenu
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lipidique des LDL, un indicateur de la voie de captation sélective, les LDL Mod
compétitionnent beaucoup mieux que les LDL natives sans la présence de HDL,;.
Ceci démontre que I’affinité des LDL Mod pour le SR-BI est plus grande que
celle des LDL natives. D’ailleurs, plus la LDL est petite, plus elle a de I’affinité
pour le SR-BI. De plus, lorsque les essais de compétition sont réalisés en présence
de HDL;, il n’y a pas de différence. S’il n’y a pas de différence par rapport a
précédemment, c’est probablement parce que la diminution d’association au rLDL
est compensée par une activit€ de captation sélective supérieure a celle des LDL
natives compétitrices. Ceci appuie toujours le fait que la captation sélective est
augmentée. Malgré tout le rat n’est pas le modele idéal étant donné la forte

activité de la LPL. Donc, un autre modele animal devait &tre utilisé.

4.3.2 Modeéle in vivo chez la souris C57BL/6

La souris C57BL/6 a €té utilisé€e €tant donné que la captation sélective des LDL a
€t€ observée chez cet animal a plusieurs reprises (Brodeur ef al. 2005). Les LDL
sont en circulation pour la méme période de temps que ce qui a été effectué avec
le rat pour permettre la comparaison des différents modeles. La mise en
circulation des LDL chez ces souris permet la diminution en EC des LDL, par
contre, elle n’est pas suffisamment grande pour étre différente significativement.
II faut donc trouver un autre modele plus valable. Par rapport a ce qui a €té
observé chez le rat, les souris C57BL/6 ont I’avantage de causer une diminution
moins marquée des TG composant la LDL. Par contre, la petite taille de ces souris
implique I'utilisation d’une grande quantit¢ d’individus afin de récolter une

quantité suffisante de LDL pour effectuer les tests de caractérisation.

4.3.3 Modele in vivo chez la souris CD1

La figure 16 a permis de démontrer I’occurrence de captation sélective chez la
souris CDI1. Celle-ci étant plus grosse que la souris C57BL/6, le nombre
d’individu utilisé peut étre diminué et permet I’obtention d’une bonne quantité de
LDL. Une diminution significativement différente des EC est observée chez les

LDL qui ont circulé 3 heures dans la souris (Mod) par rapport aux LDL natives.
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Malheureusement, le contrfle qui consistait en la conservation des LDL dans le
plasma d’un animal a 37°C pour 3 heures, est aussi différent des LDL natives. La
charge des LDL controles a ét€ grandement augmentée, ce qui peut indiquer un
début d’oxydation. D’ailleurs, pour ce qui est des LDL modifiées chez la souris,
elles sont légerement plus chargées par rapport aux natives. Les essais de
susceptibilit€ a I’oxydation ont permis de démontrer une saturation de I’oxydation
plus rapide pour le contrdle que pour les LDL modifiées chez la souris. Etant
donné que leurs niveaux de lipides sont semblables, I’atteinte d’un plateau plus
rapidement chez le contrdle pourrait indiquer un début d’oxydation au sein de la
LDL, ce qui vient supporter I’interprétation du gel d’agarose-barbital. Pour ce qui
est des LDL Mod, le plateau atteint plus rapidement pourrait indiquer que la
peroxydation des lipides est effectuée plus rapidement, étant donné la quantité
moindre de lipides par rapport a celle des LDL natives ou encore la présence d’un
début d’oxydation. Vu la présence d’oxydation chez les LDL contrbles, le
métabolisme des LDL modifiées chez la souris par des cellules Hep G2 a été
comparé a celui des LDL natives. Nos résultats ont démontré une diminution
certaine de leur métabolisme passant par le rLDL. En effet, leur association
protéique est plus faible que celles des LDL natives, et cela de maniére
significative. La méme chose est observable au niveau de la dégradation
protéique. Par contre, I’association lipidique est plus grande de méme que la
captation sélective. Deux choix s’imposent : soit la LDL est trop petite, ce qui
diminue son affinit€ pour le rLDL et le récepteur SR-BI compense en augmentant
la voie de captation sélective ; soit la LDL a un début d’oxydation, ce qui diminue
toujours son affinité pour le rLDL et augmente 1’affinité pour le SR-BI étant
donné que le récepteur SR-BI a plus d’affinité pour des LDLox (Rhainds et al.
1999). Ce modele n’est toujours pas optimal, mais semble mieux que les deux

autres. Par contre le contrdle reste a €tre repensé.



CONCLUSION

Les sous-classes de LDL semblent démontrer qu’une diminution en EC est
bénéfique pour la captation globale ce qui confirme notre hypotheése. Par contre,
les modeles utilisés suggerent qu’une déplétion en EC s’accompagne d’une
diminution du métabolisme passant par le rLDL et une augmentation du
métabolisme passant par le SR-BL. Il semblerait aussi que la déplétion en EC
facilite I’oxydation des LDL, ce qui est néfaste pour I’organisme étant donné que
des LDL oxydées sont souvent la source du développement des plaques
athérosclérotiques. Etant donné que les études démontrent que le SR-BI est
bénéfique pour I’organisme, il est possible que I’impact de son action ne soit pas
nécessairement sur la LDL, mais que d’autres joueurs soient impliqués dans le

processus.
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