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RESUME

Le récepteur scavenger de classe B type I (SR-BI) est essentiel au transport inverse du
cholestérol puisqu’il en effectue la derniére étape: la captation sélective (CS) des esters de
cholestérol (EC) a partir des lipoprotéines, c¢’est-a-dire I'internalisation de leurs EC sans
dégradation de leur portion protéique. Au niveau hépatique, ce mécanisme d’'importance
demeure cependant mal défini. Nous avions déja montré qu'un mécanisme de
rétroendocytose €tait responsable de la CS dans des cellules HepG2 et que la CS dépendait de
la localisation membranaire du SR-BI. Ici, nous vérifions si des voies d’endocytose, qui sont
indépendantes de la clathrine et dépendent de microdomaines membranaires comme les
radeaux lipidiques, ne pourraient pas expliquer 'activité du SR-BI a ’é¢gard des LDL et
HDL;. Le traitement des cellules avec des inhibiteurs «classiques» de I'endocytose (NH,LCl;
choc hyperosmotique, privation d’ATP, chlorpromazine (CPZ)), puis le traitement avec des
inhibiteurs différentiant ces voies selon qu’elle dépendent ou non de la dynamine-2
(dynasore) ou de GTPases de la famille de Rho (sous unit¢é B de la toxine de C
difficile (CDTxB)) révélent que le SR-BI ne se conduit pas de fagon identique a 1’égard des
deux ligands. Les résultats indiquent que la CS des EC-HDL;, de par sa sensibilité¢ aux
NH,Cl et CPZ et par son augmentation en présence de dynasore ou de CDTxB, serait
effectuée par endocytose suivant une voie dépendant de la clathrine et qu’elle pourrait étre
régulée négativement par une voie dépendant de RhoA. La CS des EC-LDL, sensible a la
CPZ et augmentée par la CDTxB, pourrait dépendre, elle, d’une voie d’endocytose régulée
par Cdc42 ou la flotilline. En somme, les résultats permettent une caractérisation plus
approfondie de la CS et les différences de régulation de la CS envers les deux principales
classes de lipoprotéines chez I’humain s’ajoutent a celles déja mises en évidence par nous.

Mots-clés: lipoprotéines, cholestérol, endocytose indépendante de Ja clathrine, radeaux
lipidiques, cellules hépatiques.



CHAPITRE I: INTRODUCTION

1.1 L’'importance du cholestérol

Le cholestérol est un constituant d’importance dans les systemes biologiques. Qu’il soit
utilisé dans la synthése d’hormones stéroidiennes ou de sels biliaires, incorporé aux
membranes biologiques, leur conférant ainsi une plus grande stabilité, ou qu’il agisse comme
élément régulateur de I’activité de nombreuses enzymes ou de [’expression de nombreux
genes liés au métabolisme des lipides, le cholestérol, de par sa quasi-ubiquité, est essentiel au

maintien de I’intégrité cellulaire et méme de la vie.

Dans les tissus extra hépatiques, la majeure partie du cholestérol résulte de la synthése de
novo alors que les hépatocytes I’obtiennent du milieu par des voies de captation médiée par
des récepteurs a partir des lipoprotéines contenues dans le plasma sanguin (Liscum, 2002). La
synthése de novo a partir d’acétyl-Coenzyme A (CoA) ou d’acétoacyl-CoA est le résultat
d’un grand nombre de réactions enzymatiques appartenant a la voie métabolique des
composés isoprénoides et qui se produisent a la fois dans le cytosol et & la membrane du
réticulum endoplasmique et des peroxysomes (revu dans Goldstein et Brown, 1990). Le
facteur limitant de la synthése de novo du cholestérol est la réduction du 3-hydroxy-3-
méthylglutaryl (HMG)-CoA en mévalonate par la HMG-CoA réductase, enzyme dont
’activité est fortement régulée (Ness et Chambers, 2000; revu par Sato et Takano, 1995) et
qui constitue, par le fait méme, une cible d’agents thérapeutiques (comme les statines) pour

contrer I’hypercholestérolémie (Istvan et Deisenhofer, 2000).

1.1.1 Les lipoprotéines

En circulation, le cholestérol se trouve, sous sa forme estérifiée, associé a dcs complexes

lipoprotéiniques. Les lipoprotéines sont composées d’une monocouche phospholipidique



amphiphile a laquelle sont ajoutées des molécules de cholestérol non estérifié, d’une portion
protéique (les apolipoprotéines (apo)) et d'un cceur hydrophobe contenant des esters de
cholestérol et des triglycérides (TG). Leur présence dans le plasma sanguin est le résultat de

leur assemblage et de leur sécrétion par les entérocytes et les hépatocytes.

On distingue généralement quatre grandes classes de lipoprotéines en fonction de leur densité
intrinséque. La classification en lipoprotéines de trés faible densité (VLDL; 0,94 g/m] < d <
1,006 g/ml), de densité intermédiaire (IDL; 1,006 <d <1,019), de faible densité (LDL; 1,019
g/ml <d < 1,063 g/ml) et de haute densité (HDL; 1,063 g/ml < d < 1,210 g/ml) refléte leur
contenu relatif en lipides et en protéincs: les plus denses possédant une portion protéique plus
importante que la portion lipidique. On les reconnait comme €tant associées positivement aux
maladies cardio-vasculaires (Gordon et al, 1981). On classe aussi les lipoprotéines en
fonction de leur mobilité électrophorétique sur gel d’agarose en lipoprotéines o, pré-fB et 3
qui correspondent respectivement aux HDL, VLDL et LDL (Skipski, 1972). Ces classes sont
elles-mémcs constituées de lipoprotéines hétérogeénes en termes de taille, de densité, de

contenu en apolipoprotéine et en lipide, et de propriété fonctionnelle.

Les lipoprotéines sont en constant changement au niveau de leur taille et de leur contenu en
lipides. Ces changements s’effectuent alors qu’elles sont en circulation et sont le résultat de
Paction d’enzymes comme la LPL, associée aux cellules endothéliales, qui hydrolyse les TG
des VLDL et chylomicrons (CM) en acides gras (Hayden et Henderson, 1999) ct la lécithine:
cholestérol acyltranférase (LCAT), présente dans le plasma, qui estérifie le cholestérol tibre
des HDL (Glomset, 1968). Les LDL proviennent de la lipolyse dans le plasma des VLDL
(sécrétées par le foie) par deux enzymes: la lipoprotéine lipase (LPL) et la lipase hépatique
(Fielding et Fielding 2002). La cholesteryl ester transfer protein (CETP), elle, est en mesure
de transférer les EC des HDL (générées par la LCAT) vers les VLDL et les LDL et les TG de
celles-ci vers les HDL. Toutes ces réactions enzymatiques sont hautement régulées par
I’échange d’apolipoprotéines hydrosolubles entre les lipoprotéines du plasma: la LPL est
activée par |"apoC-1I (Breckenridge er al., 1978) et est inhibée par les apoC-I et C-11I (Brown
et Baginsky, 1972); la LCAT est activée par ’apoA-1 (Fielding et al., 1972) et les apoE,

3]




apoA-IV et apoC-I (revu par Jonas, 1991). Des hormones comme I’insuline activent aussi la

LPL (Taskinen et al., 1992) et en augmentent la transcription (Fried ef al., 1993).

D’un point de vue physiologique, la caractéristique la plus importante des lipoprotéines se
situe au niveau fonctionnel. On peut séparer les lipoprotéines entre celles qui «apportent» les
lipides (principalement les TG et les EC) de I'intestin ou du foie vers les tissus périphériques
et celles qui «raménent» les lipides (principalement le cholestérol (CH) ou les esters de
cholestérol (EC)) des tissus vers le foie. Les premiéres sont caractérisées par la présence
d’une apoB (apoB-48 ou apoB-100) et sont constituantes des chylomicrons (synthétisés par
les entérocytes; d < 0,94 g/ml), des VLDL et des LDL. Les secondes peuvent contenir
jusqu’a quatre molécules d’apoA-I: ce sont les HDL. Elles proviennent de la synthése
hépatique et d’une maturation intravasculaire (Fielding et Fielding, 2002) et sont anti-
athérogénes car leur role est de ramener le cholestérol en excés des tissus périphériques vers
le foie pour leur excrétion (Gordon et Ritkind, 1989). L’électrophorese sur gel non dénaturant
permet de séparer davantage les HDL, et HDL; en HDL,,, HDLs,, HDLs,, HDL;, et en
HDL;, (Blanche et al., 1981). Les LDL aussi peuvent étre séparées en sous-classesen

fonction de leur densité et de leur taille (Shen ef al., 1981).

Les LDL et les HDL étant les deux principales classes de lipoprotéines chez ’humain, nous

nous y attarderons donc davantage et décrirons leurs spécificités.

1.1.2 La LDL et son récepteur, le récepteur de LDL

Les LDL (1,006<d<1,063) sont caractérisées par la présence d’une molécule d’apoB-100 et
sont synthétisées dans les hépatocytes (Marsh et Whereat, 1959). L’assemblage des LDL
nécessite la synthése a la fois d’apoB-100, de TG, d’EC et de phospholipides (Vance, 2002).
La synthése d’apoB-100 (4536 acides aminés (a.a.)) est généralement constitutive dans les
hépatocytes, mais sa translocation dans la lumiére du reticulum endoplasmique (RE) lors de

sa traduction ne peut étre complétée en 'absence de lipides pour s’y associer. La présence de



résidus cystéine dans la portion N-terminale de ’apoB-100 est essentielle pour que cette

protéine s'associe aux lipides et soit sécrétée (Huang et Shelness, 1997).

Il existe une corrélation directe entre I’incidence de maladies cardio-vasculaires et le taux de
cholestérol associé au LDL dans le plasma sanguin (Castelli er al., 1977, Gordon et al.,
1981). Briévement, lorsque présentes en trop grande concentration, les LDL pénétrent
I'espace sous-endothélial des parois artérielles et s’y accumulent (Steinberg ef a/., 1989). Les
cellules de la paroi artérielle (cellules endothéliales, musculaires et macrophages) libérent
dans le milieu extracellulaire des formes réactives d’oxygeéne qui oxydent les LDL, ce qui
leur confere une charge négative et leur permet alors d’étre internalisées par les récepteurs
éboueurs des macrophages (Henriksen et al, 1981). Cect résulte en une accumulation de
LDL oxydées dans la paroi artérielle (Simionescu et al., 1989). Le processus inflammatoire
qui s’en suit permet alors une plus grande entrée de monocytes dans I’espace sous-endothélial
(Berliner et al., 1990). Les monocytes différenciés en macrophages se gorgent de cholestérol,
et deviennent alors des cellules spumeuses qui sont retenues dans la paroi artérielle,
entrainant éventuellement la nécrose et la formation de plaques athéromateuses (Revu dans

Tabas, 2002).

La prise en charge par les cellules des LDL en circulation est permise par le récepteur de
LDL (rLDL), une glycoprotéine membranaire intégrale de 839 résidus. Le rLDL est codé par
un géne de 48 kpb composé de 18 exons localisés sur\ le chromosome 19. Il est composé de §
domaines : un domaine lui permettant d’interagir avec le ligand, un domaine d’homologie
avec le précurseur de I'epidermal growth factor (EGF), un domaine hautement O-glycosylé,
un domaine d’ancrage a la membrane et une queue cytoplasmique (Schnieder, 2002). Les 40
résidus de la portion N-terminale constituent le domaine de liaison au ligand et permcttent au
rLDL d’interagir avec les lipoprotéines contenant une apoB-100 ou une apoE (Esscr er al,
1988). Le rLDL est localisé dans des régions de la membrane ol se trouvent les molécules de
clathrine. Le mécanisme d’internalisation du rLDL (revu par Goldstein es al, 1985) est

hautement régulé et implique une multitude de molécules. Il sera décrit dans une prochaine

section.




La translocation du rLDL du golgi a la membrane basolatérale de "hépatocyte requiert la
présence de deux motifs dans son domaine cytoplasmique: NPXY et TXX¢ (Matter er al.,
1992). NPXY (ou N, P, et Y représentent respectivement un résidu asparagine, un résidu
proline et un résidu tyrosine et ou X représente n’importe quel acide aminé) est le premier
motif de reconnaissance a avoir ét¢ déterminé dans le mécanisme associé & la clathrine
(Anderson er al., 1977). Présent sur le rLDL, dans la partie proximale du domaine
cytoplasmique, ce motif est essentiel a la localisation membranaire du rLDL, mais surtout a
son internalisation (Lehrman et al,, 1987). Bien qu’il soit connu que ce motif permette au
rLDL d’interagir avec le domaine terminal des molécules de clathrine et avec la protéine
adaptatrice AP-1 (Kibbey ef al., 1998), le mécanisme précis qui conduit a I’internalisation par
reconnaissance de ce motif demeure obscur. Une mutation conduisant a une perte de ce motif
sur le rLDL conduit & une incapacité a internaliser ce dernier provoquant une forme

d’hypercholestérolémie sévere (Lehrman et al., 1985).

Depuis la découverte du rLDL par Goldstein et Brown (1973), plus de 800 mutations dans
son géne, conduisant a une forme plus ou moins sévére d’hypercholestérolémie familiale, ont
été découvertes et caractérisées. Ces mutations peuvent €tre présentes dans toutes les régions
codantes (revu dans Soutar et Naoumova, 2007) révélant I'importance de chacun des
domaines de cette protéine. Ainsi on peut classer ces mutations en cing groupes: celles
conduisant a des phénotypes ne pouvant lier les LDL; celles inhibant le transport; celles
empéchant 'internalisation; celles empéchant le recyclage; et celles conduisant & I’absence
de rLDL (Hobbs et al., 1990). A titre d’exemple, ct en lien avec les motifs d’importance dans
la localisation précédemment mentionnés, il existe une mutation G34D qui provoque la perte
du motif du domaine cytoplasmique glycine-tyrosine conservé (TyrXX¢) permettant la
localisation du rLDL a la membrane basolatérale (Koivisto et al., 1995). Cette mutation
provoque ["hypercholestérolémie que I’on nomme FH-Turku. L’expression de ce récepteur
muté dans des hépatocytes conduit & son expression dans le domaine apical de la membrane

(Koivisto er al., 2001), cependant sa capacité d’endocytose n’est pas affectée.



L'expression du rLDL est régulée au niveau transcriptionnel par la présence intracellulaire de
cholestérol et de certains intermédiaires de la voie de synthése du cholestérol. Le promoteur
du ge¢ne du rLDL contient une séquence SRE (Sterol regulatory element) (5°-
ATCACCCCAC-3") (Smith et al,, 1990)) qui est liée par des protéines de la famille de
SREBP (Sterol regulatory binding protein) en absence de cholestérol (Briggs et al., 1993).
Les SREBP sont présents sous trois isoformes: SREBP-1a et SREBP-1¢, qui sont codées par
un méme gene et dont ’expression différentielle est régulée par un mécanisme d’épissage
alternatif, et SREBP-2 (Hua et al., 1995). Ces protéines ont un domainc de type basic loop-
helix-loop — leucine zipper (bDLHL-ZIP) (Wang e al., 1993), qu'il s’agisse de SREBP-1a,
SREBP-lc¢ (Yokoyama et al.,, 1993) ou de SREBP-2 (Hua et al, 1993). En présence de
cholestérol, SREBP-2 est maintenu dans la membrane du RE. La protéine SCAP (SREBP
cleavage-activating protein), une chaperonne présente dans la membrane du RE et liant le
cholestérol, réagit aux diminutions de cholestérol dans la membrane du RE. Une telle
réduction dans la quantité relative de cholestérol dans la membrane de RE provoque le
déplacement de SREBP-2 vers le Golgi (Hua e al,, 1996) ol se trouvent les SIP (site-/
protease), une sérine protéase (Sakai et al, 1998), et S2P (site-2 protease), une
métalloprotéase (Rawson et al., 1997), qui le clivent, permettant ainsi au domaine de liaison a
I’ADN de migrer vers le noyau et de lier la séquence SRE présente en amont du géne du
rLDL et de plusieurs autres génes du métabolisme du cholestérol et d’en activer la

{ranscription.

Il existe aussi un mécanisme post-traductionnel permettant de réguler la présence du rLDL.
Ce dernier est médié par PCSK9 (Proprotein convertase subtilisin-like kexin type 9), une des
multiples protéines dont la transcription est activéc par SREBP-2 (Horton et al., 2003),
PCSK9 est une subtilase appartenant a la sous-famille des protéinases K (Seidah et al, 2003)
qui est sécrétée dans le milieu extracellulaire et se lie au rLDL conduisant & son
Internalisation et a sa dégradation plutdt qu’a son recyclage. PCSK9 peut ausst se lier au
rLDL dans un compartiment de la voie de biosynthése, possiblement le Golgi ou le réseau
trans-golgien (Maxwell ef al., 2005). Une multitude de mutations a été découverte dans ce

géne (revu dans Lambert, 2007): un gain de fonction conduisant habituellement & une forme



d’hyperbetalipoprotéinémie et une perte de fonction, a un trés faible taux de lipoprotéines

contenant de ’apoB.

1.1.3 La HDL et son principal récepteur, le récepteur scavenger de classe B
type I (SR-BI)

Chaque HDL contient au moins une copie de I’apoA-I, une protéine de 243 a.a. sécrétée par
les hépatocytes et les entérocytes dans le plasma sous la forme d’une proprotéine de 249 a.a.
(Zannis et al., 1983). L’apoA-I est formée de plusieurs répétitions de 22 a.a. qui, en présence
de phospholipides et de cholestérol, forment des hélices-a amphipathiques avec lcs résidus
chargés orientés vers le milieu aqueux et les résidus non-polaires orientés vers les chaines
acylées des phospholipides (revu dans Segrest et al, 1992). Ces lipides proviennent de
I'action de la LPL sur les VLDL et les CM ainsi que des cellules notamment par un
mécanisme d’efflux. Selon le niveau de maturation, les HDL peuvent étre de type pré-g1 (5-6
nm) pauvres en lipide, pré-f2 ou discoidales contenant trois molécules d’apoA-l; et
sphériques (9-12 nm) auxquelles appartiennent les sous-classes mentionnées dans la premiére
section (Fielding et Fielding, 2002). L’efflux de cholestérol et de phospholipides & partir des
cellules vers les HDL est meédié par ABCALl (ATP-binding cassette Al), un transporteur
associé a la membrane des cellules et appartenant a la superfamille des protéines ABC (revu

par Dean et al., 2001).

Le role physiologique des HDL est important puisque la concentration plasmatique de HDL
sphériques (ou matures) est habituellement corrélée avec une diminution de 'incidence des
maladies cardiovasculaires (Castelli et al., 1977; Gordon et Rifkind, 1989). En effet, les HDL
jouent un réle d’importance dans le transport inverse du cholestérol, en ramenant le
cholestérol des tissus périphériques vers le foie ol I’apoA-1 peut se¢ lier au récepteur
scavenger de classe B type I (SR-BI) (Krieger, 1999). La clairance hépatique du cholestérol
en provenance des HDL contenant I’apoA-l conduit efficacement & la production de bile
(Pieters et al., 1993; Kozarsky er al., 1997). On attribue aussi aux HDL un réle anti-

inflammatoire (revu par Mineo ef al., 2006) puisqu’elles ont [a capacité de promouvoir la



synthése d’oxyde nitrique, un puissant vasodilatateur, dans les vaisseaux sanguins, de
diminuer 1'apoptose des cellules endothéliales vasculaires et de stimuler la production de

prostacycline, un membre de la famille des efcosanoides.

Le SR-BI est une protéine membranaire hautement glycosylée (82-85 kDa), composée de 509
acides aminés (Acton et al., 1994), qui est exprimée dans de multiples tissus d’importance
pour le transport et le métabolisme des lipides, notamment 'intestin (Cai ef al., 2001), le foie
et lcs organes stéroidogenes (Landschulz ef al., 1996). Des analyses de [a séquence d’acides
aminés prédisent que ce récepteur comporte deux domaines transmembranaires et deux
queues cytoplasmiques (Calvo et Vega, 1993), ce qui lui donne la forme d’un fer a cheval
invers¢ ancré dans la membrane. DU’expression de SR-BI est régulée au niveau
transcriptionnel notamment par la présence dans la région du promoteur de son géne de deux
séquences consensus de type E-box (Cao ér al., 1997) 1iés par des facteurs de transcription de
type bHLH en réponse a des facteurs stéroidogenes et par la présence d’une séquence SRE a
laquelle SREBP-1 peut s’associer (Kim et al., 1995) en réponse & une diminution de
cholestérol intracellulaire. In vivo, il a été montré que ’expression hépatique de SR-BI
augmentait chez des hamsters nourris avec une diéte riche en acides gras polyinsaturés
d’origine végétale (Spady er al., 1999). On sait aussi que la présence de LDL oxydées
(oxLDL) dans le plasma diminue ['expression de SR-BI dans les macrophages (Han et al.,
2001). Dans les tissus exprimant la cavéoline-1 a la membrane, comme les cellules
surrénaliennes, le SR-BI est localisé dans les cavéoles et est copurifié avec la cavéoline-1
(Babitt et al., 1997). Daus les hépatocytes (HepG2), il a été montré qu’il est localisé dans des
radeaux lipidiques dépourvus de cavéoline-1 (Rhainds et al., 2004). Dans les cellules
polarisées comme les cellules épithéliales de la vésicule biliaire (Miquel et al., 2003), les
cellules de Sertoli (Nakagawa et al., 2004) ou les hépatocytes de souris en culture primaire
(Sehayek er a/., 2003), le SR-BI est localisé dans le domaine apical et le domaine basolatéral

de la membrane.

Le SR-BI, étant un récepteur de type scavenger, a la capacité d’interagir avec une multitude

de ligands. Des études ont rapporté que les hépatocytes pouvaient lier et dégrader des



lipoprotéines modifiées comme des oxLDL et les LDL acétylées (AcLDL) (Kamps er af.,
1992). Le groupe de Krieger (Acton et al, 1994) a ensuite démontré que des cellules
surexprimant lc SR-BI avaient aussi cette capacité. Cette méme étude a aussi montré que le
SR-BI pouvait lier les LDL natives ainsi que I'albumine de sérum bovin (BSA) maléylée (M-
BSA). La BSA modifiée par les produits terminaux de la glycation (AGE-BSA) est aussi un
ligand du SR-BI (Myazaki et al, 2002). Le SR-BI a aussi été identifié comme étant le
principal récepteur de haute affinité des HDL (Acton er al., 1996). Des études de compétition
ont suggéré que ces différents ligands n’occupent pas tous le méme site de liaison sur le SR-
BI (Rhainds er al., 1999) et que leur internalisation ne conduisait pas nécessairement a leur

dégradation (Ohgami et al., 200)).

Il a été montré que le SR-BI joue un réle d’importance physiologique alors que sa
sousexpression chez la souris conduisait a une diminution de la clairance des EC-HDL
(Brodeur et al., 2005) et une perte de captation sélective (décrite plus bas) au niveau
hépatique (Out er «l, 2004, Brundert et al, 2005) et dans des cultures primaires
d’hépatocytes murins (Rhainds et a/., 2003). De plus, une réduction de 1’étendue de
I’athérosclérose (lésions aortiques) a été montrée chez des souris transgéniques surexprimant
le SR-BI, mais déficiente en rLDL, & qui ont avait administré une diéte viche en lipides (Arai

er al., 1999).



[.1.4 La captation sélective

En plus de lier les lipoprotéines, le SR-BI peut médier la captation sélective des esters de
cholestérol qu’elles contiennent (Acton e! al.,, 1996). Le phénomene de captation sélective
implique Pinternalisation des esters de cholestérol sans qu’il n’y ait dégradation de la
lipoprotéine (Glass et al., 1983; Stein ef al., 1983). Liu et Krieger (2002) ont démontré
qu'une fraction purifiée de SR-BI associée a des liposomes peut médier ce transfert a partir

des HDL.

Le mécanisme de captation sélective via le SR-Bl est encore aujourd’hui sujet a la
controverse. En effet, les expériences mentionnées plus haut (Liu et Krieger, 2002) de
transfert vers des liposomes suggerent que Iactivité de SR-BI ne nécessite pas de machinerie
cellulaire. Ce mécanisme se produirait en deux étapes (Liu ef al., 2002), une étape de liaison
de la lipoprotéine au SR-BI et une étape de transfert lipidique vers la membrane. Nous ne
pouvons cependant savoir si ce mécanisme ne représente pas seulement une activité basale de
faible intensité. On rapporte aussi que SR-BI formerait un pore membranaire hydrophobe
facilitant le transfert d’EC suivant un gradient de concentration sans qu’il n'y ait
internalisation du récepteur (Rodrigueza er al,, 1999). L’inversion du gradient de
concentration conduirait quant a elle a ’efflux de cholestérol (Ji ef al., 1997). De plus, il a été
suggéré que I’étape de transfert membranaire des EC puisse impliquer (Acton et al., 1996;
Murao ef al., 1997) ou non un phénomeéne de rétroendocytose (Eckhardt et al., 2004; Nieland
et al., 2005; Harder et al., 2006) dépendant des types cellulaires, des différentes especes ou

des méthodes employées.

La captation sélective ne se produit pas qu'a partir des HDL. 11 a été montré que des cellules
HepG2 pouvatent effectuer la captation sélective des EC en provenance des IDL
(lipoprotéines de densité intermédiaire; 1,006<d<1,019) (Brissette et Falstrault, 1994) et de
LDL (Brissette et al., 1996). Plus encore, des cellules HepG2 sous-exprimant le rLDL captent
la méme quantité d’esters de cholestérol dérivés de LDL que des cellules normales alors que

la dégradation diminue de 82% (Izem et al., 1998). Ces résultats ont été confirmés avec des



hépatocytes de souris n’exprimant pas de rLDL (rLDL KO) (Truong er al., 2000). Révélant
"importance physiologique de la captation sélective des EC-LDL, nous avons aussi montré
que la captation sélective des EC-LDL se produisait aussi in vivo (Brodeur et al., 2005). En
effet, des études de clairances menées chez la souris ont montré¢ que les EC-LDL
disparaissaient de la circulation plus rapidement que la portion protéique de cette lipoprotéine
et que le SR-BI était responsable de {’activité de captation sélective puisque ce phénoméne
n’était pas montré dans des souris qui n’expriment pas le SR-BI (SR-BI KO). De plus, la
surexpression du SR-BI chez la souris diminue I’hyperbétalipoprotéinémie induite par une
diéte riche en lipides (Wolle ef al., 1995) ct favorise une réduction a la fois des lipoprotéines
en circulation contenant de I'apoA-I et une réduction de celles contenant de 'apoB (VLDL et
LDL) (Wang et al., 1998). On rapporte aussi que les LDL modifiées (oxLDL et AcLDL)
peuvent participer au phénoméne de captation sélective médiée par SR-BI (Fluiter et Van

Berkel, 1997; Rhainds et al., 1999).

Ces différents ligands du SR-BI ne sont cependant pas traités de la méme fagon par les
cellules hépatiques et notre groupe a, par le passé, démontré plusieurs différences entre la
captation sélective des EC a partir des LDL et celle effectuce a partir des HDL. On rapporte
que des hépatocytcs sous-exprimant [’apoE effectuent moins de captation sélective pour ces
deux ligands, mais que la surexpression de cette apolipoprotéine favorise le transfert de EC
dans un compartiment insensible aux effets de la chloroquine (un agent inhibiteur de
Ihydrolyse lysosomale) seulement a partir des HDL et non a partir des LDL (Charpentier ef
al., 2000). D’autres apolipoprotéines régulent différenticllement la captation sélective de EC-
HDL et EC-LDL, comme lcs apoC-II et apoC-III (Huard ef al., 2005). La surexpression de
ces deux apolipoprotéines inhibe la captation sélective a partir des deux ligands, alors que la
sous-expression d’apoC-1I favorise la captation sélective des EC-HDL seulement. La
surexpression de la cavéoline-1 dans des hépatocytes (Truong es al., 2006) favorise la
captation sélective des EC-HDL, mais non celle effectuée a partir des LDL qui sont alors

prises en charge préférenticllement par la voie du rLDL.



Récemment, plusieurs études employant des inhibiteurs de ['endocytose dépendante et
indépendante de la clathrine ont été menées et ont ainsi permis d’en apprendre davantage sur
le mécanisme de captation sélective, suggérant un possible réle de mécanismes d’endocylose
indépendante de la clathrine lors du transfert des EC médi¢ par le SR-BI. Ainsi, il a été
montré que I’inhibition de [’endocytose avec un choc hypertonique ou par privation d’ions
potassium ou d'énergie cellulaire dans des cellules CHO surexprimant le SR-BI empéchait la
captation sélective des EC-HDL (Zhang ez al., 2007). De plus, Wiistner ef a!. (2004) ont mis
en évidence 'augmentation du transfert de cholestérol vers le canalicule biliaire lorsque les
cellules sont traitées pour étre privées d’ATP. Il a aussi été démontré que 'internalisation des
oxLDL médiée par le SR-BI était dépendante de la dynamine (Sun ez al., 2007). Aussi, le
traitement de cellules avec de la sphingomyélinase (SMase) et la cholestérol oxidase, ce qui a
comme effet de perturber Pintégrité des radeaux lipidiques, diminue la captation sélective des
EC-LDL et augmente celle des EC-HDL (Rhainds e al., 2004). Dans cette méme étude, il st
montré que la séquestration du cholestérol membranaire a I’aide de la filipine [II diminuait
aussi la CS des EC-LDL sans que celle des EC-HDL; ne soit affectée et que la captation
sélective des EC-LDL et EC-HDL; se produisait effectivement par un mécanisme de
rétroendocytose (Rhainds et al., 2004). D’autres ont ensuite confirmé que ¢’était bien le cas
pour la captation sélective des EC-HDL (Sun ef af., 2006; Pagler er ol., 2006). 1l a aussi été
montré dans des cellules hépatiques polarisées (WIF-B) que la liaison de HDL au SR-Bt
conduisait a la transcytose du récepteur de Ja membrane basolatérale vers le canalicule

biliaire par un mécanisme dépendant de la présence d’EC (Harder et al., 2006).

1.2 La membrane plasmique

En 1972, Singer et Nicholson (Singer et Nicholson, 1972) établissaicnt un modeéle décrivant
la structure des membranes biologiques et des protéines qu’elles contiennent qui demeure
encore aujourd’hui le modele dominant: la mosaique fluide. Ce modcle décrit les membranes
comme une bicouche moléculaire de nature amphipathique, composée de phospholipides

dont la téte polaire est oricntée vers le milieu aqueux et dont les chaines hydrocarbonées



hydrophobes sont orientées pour se rejoindre au milien. Les principaux composants
lipidiques de la membrane appartiennent a la grande famille des glycérophospholipides. Cetie
derniére est composée de: phosphatidylcholine, phosphatidyléthanolamine,
phosphatidylsérine, phosphatidylglycérol, diphosphatidylglycérol, phosphatidylinositol)
(Dowhan, 1997). A ces derniers s’ajoutent des stérols, des (glyco)sphingolipides (dérivés de
la sphingosine) et des glycolipides. Ensemble, ces constituants formeraient alors une couche
de type liquide désordonné (L4). Ce modéle propose aussi que les protéines de la membrane
sotent des molécules globulaires dont les groupements non polaires sont disposés dans le
milieu créé par les queues hydrophobes des phospholipides et dont les groupements polaires
sont exposés & la phase aqueuse environnante, la bicouche agissant comme un solvant neutre.
Cet agencement de phospholipides et de protéines se fait de fagon discontinue bien que

certains lipides interagissent directement avec les protéines membranaires.

1.2.1 Radeaux lipidiques

Le modéle de structure quasi-homogene et de fluidité de la membrane plasmique s’oppose
désormais a un modéle ol émergent des domaines a Ja composition lipidique fort différente:
les radeaux lipidiques (Simons et van Meer, 1988; Simons et Ikonen, 1997). Ces domaincs
sont décrits comme un assemblage dynamique de sphingolipides et de cholestérol dans le
feuillet exoplasmique de la membrane cellulaire dont les chaines hydrocarbonées saturées
permettent ainsi la formation d’une phase de type liquide ordonné (L,) (Brown et London,
1998). Les radecaux lipidiques sont caractérisés par leur faible densité et leur grande
flottabilité sur un gradient de densité ainsi que par leur insolubilité a 4°C dans des détergents
non ioniques comme le Triton X-100 (Brown et Rose, 1992) d’ou I'autre nom qu’on leur

donne: DRM (Detergent resistant membranes).

Une propriété importante des radeaux lipidiques est que ces domaines ont la capacité
d’inclure ou d’exclure plusieurs protéines (Harder et al., 1998), ce qui, nous le verrons

bientdt, conduit 4 la formation de différents types ou classes de radeaux. Ainsi, I’ajout, dans



le RE, d’un ancrage de glycosylphosphatidylinositol & I'extrémité carboxyterminale d’une
protéine (GPI-AP) permet son association a ces domaines (Hooper, 1999). Ceci concorde
avec ['observation de GPI-AP localisées dans la portion apicale de la membrane des cellules
polarisées (Lisanti et al, 1989). Parmi les protéines qui possédent une affinité pour les
radeaux lipidiques, on compte des protéines servant a la signalisation cellulaire (revu par
Simons et Toomre, 2000) comme des protéines doublement acylées (famille des Src kinases,
sous-unité c des protéines G hétérotrimériques) (Resh, 1999). Il a été démontré que I'ajout au
milieu de culture d’acides gras polyinsaturés défaisait I'intégrité des radeaux lipidiques, ce
qui a comme résultat de dissocier les protéines doublement acylées des radeaux lipidiques
(Webb et al., 2000). Le microenvironnement créé par les radeaux lipidiques permet aussi
’association de plusieurs récepteurs dont les récepteurs d’immunoglobulines (Sheets ef al.,
1999), le récepteur de I'EGF (REGF) (Waugh et al., 1999) ou encore le récepteur a Uinsuline
{Mastick et al., 1995). La palmitoylation d’une protéine (Hedgehog par exemple) augmente
son affinité pour les radeaux lipidiques, mais ce n’est pas une modification suffisante pour
que la protéine en fasse partie (Simons et Ikonen, 1997). Comme nous le verrons dans une
section ultérieure, est aussi associée aux microdomaines lipidiques une multitude de protéines

participant a des voies d’internalisation particuliéres.

L'emplacement des radeaux lipidiques différe d’un type cellulaire & I’autre, mais dans les
cellules polarisées, les radeaux lipidiques se retrouvent principalement dans la portion apicale
de la membrane alors que trés peu sont localisés dans la portion basolatérale (Simons ct
Ikonen, 1997). L’assemblage de ces domaines organisés et des protéines qui y sont associées
ayant lieu dans l'appareil de Golgi, on retrouve aussi les radeaux lipidiques dans les
compartiments de la voie de biosynthése et dans ceux de la voie sécrétoire, notamment dans
le réseau trans-golgien (van Meer, 1989) et de facon transitoire dans la membrane

basolatérale.



1.2.2 Cavéoles

Les cavéoles sont des structures en forme de puits de 60-90 nm qui sont présentes dans la
membrane plasmique (Palade, 1953; Yamada, 1955) et qui sont caractérisées par la présence
de cavéoline, le premier marqueur moléculaire découvert dans les cavéoles (Rothberg er al |
1992). Les cavéoles sont insolubles & 4°C dans des détergents non ioniques (Sargiacomo e/
al.,, 1993), ont une grande flottabilité sur un gradient de densité (Smart et al., 1995), sont
riches en glycosphingolipides comme les gangliosides GM; et GM; et en cholestérol
(Ortegren et al., 2004). Pour toutes ces raisons, il n'est pas rare que la littérature fasse
référence aux cavéoles comme a des DRM ou a des radeaux lipidiques contenant de la
cavéoline. Tout comme pour les radeaux lipidigques, la privation de cholestérol (Rothberg et
al.,, 1992) ou de glycosphingolipides (Cheng et al., 2006) défait I’intégrité structurale des

cavéoles et inhibe I’endocytose qui leur est associée.

I existe trois isoformes de la cavéoline: Cav-1, Cav-2 et Cav-3. L’inhibition de la synthése
de Cav-| et de Cav-3 cause la perte des cavéoles a la membrane (Drab e al., 2001; Galbiati
et al,, 2001) alors que la formation de cavéoles peut se faire en absence de Cav-2 in vivo
(Razani et al., 2002). On retrouve principalement Cav-3 dans les cellules des muscles
squelettiques (Tang et al., 1996) alors que Cav-1 peut étre trouvée dans plusieurs cellulcs
telles les cellules endothéliales (Peters e al., 1985), les adipocytes, les pneumocytes et dans
les fibroblastes (Rothberg ef al., 1992). L’ancrage de la Cav-1 a la membrane est permis par
une région contenant des résidus hydrophobes pouvant lier deux molécules de cholestérol
membranaire (Murata ef al., 1995) et par des résidus cystéine palmitoylés dgns la portion C-
terminale (Dietzen el al., 1995). La Cav-1 est une protéine entiérement intramembranaire a
’exception de ses deux extrémités (N- et C-terminales) qut se retrouvent du cbté cytosolique

de la membrane.



1.2.3 Les domaines enrichis en tétraspanine et ceux contenant de la
floulline

Les tétraspanines sont des protéines contenant quatre domaines transmembranaires et sont
présentes en grandes quantités dans presque tous les types cellulaires. Leur principale
caractéristique commune réside dans leur habileté a se lier entre-elles et avec certains
récepteurs transmembranaires pour former des microdomaines distincts: les domaines
enrichis en tétraspanines (tetraspanin enriched microdomains ou TEM). Des études menées
par microscopie électronique (Nydegger et al., 2006; Espencl er al., 2008) ont montré que les
TEM occupent en moyenne une superficie individuelle allant de 200 & 400 nm”. Tout comme
les autres types de radeaux lipidiques mentionnés jusqu’ici, les TEM sont riches en
cholestérol et glycosphingolipides et la plupart des tétraspanines s’y associent en raison de
Jeur forte palmitoylation (Berditchevski ef al., 2002; Charrin ef al., 2002; Yang ef a/., 2002).
D’un point de vue fonctionnel, les TEM sont notamment impliqués dans la signalisation
conduisant a ’adhésion cellulaire via I’interaction des tétraspanines avec les intégrines (revu
par Hemler, 2005). La colocalisation de la tétraspanine CD9 avec le cluster of differentiation-
36 (CD36), un membre de la famille des récepteurs scavenger de classe B, a été rapportée
dans les plaquettes sanguines (Miao ef al., 2001). Conséquemment, il est possible, étant

donné la palmitoylation du SR-BI, que ce dernier soit aussi colocalisé avec CD9.

Les flotillines (-1 et -2) sont des protéines membranaires que l’on retrouve sous forme
d’oligoméres dans des domaines distincts des cavéoles (Glebov ef al., 2006). A la maniére de
ces derniéres, les flotillines induisent la formation de courbures dans la membrane et peuvent
provoquer le bourgeonnement, donc 1’endocytose (Frick e/ al., 2007). A ce jour, nous
n'avons pas d’information concernant une éventuelle association de SR-BI avec ces

protéines.



1.3 Le trafic cellulaire

Puisque le transport vésiculaire implique une multitude de compartiments en mouvement et
fusionnant les uns avec les autres, il n'est pas toujours évident d’arriver & définir avec
précision les caractéristiques propres a chacun d’entre eux. Ainsi, deux modéles ont émergé
de fagcon a les différencier: un modéle fonctionnel selon lequel les organelles sont de
composition moléculaire stable et sont reliées par des vésicules assurant le transport entre
celles-ci; et un modéle selon lequel les organelles et vésicules subissent un processus de
maturation (Rink et al., 2005) durant lequel leur composition est graduellement modifiée, leur
conférant ainsi de nouvelles fonctions. Nous adopterons ici une nomenclature traditionnellc
reflétant le modéle fonctionnel pour désigner les compartiments du trafic cellulaire et
donnerons les marqueurs qui leur sont associés. Parmi ces marqueurs, la plupart sont des
protéines de la famille Rab (Ras-like in rat brain) (Darchen et al., 1990), des protéines a
action GTPasique de la superfamille p21 ras, qui sont des joueurs importants de la machincrie
cellulaire & Porigine du transport vésiculaire et de la dynamique des organelles (revu par

Martinez et Goud, 1998).

1.3.1 Vésicules, compartiments et marqueurs

Les endosomes précoces (EE) sont des vésicules résultant de la fusion des vésicules ou
compartiments primaires de I’endocytose. lls sont caractérisés par la présence dans leur
membrane de protéines comme EEAL (early endosome antigen I) ou de la petite protéine a
action GTPasique, Rab$, que [’on trouve aussi localisée a la membrane plasmique et dans les
puits tapissés de clathrine. RabS assure le transport des vésicules endocytaires vers les
endosomes précoces ainsi que leur fusion (Chavrier ef al,, 1990 a; Gorvel er al., 1991). Le
transport de la membrane vers les EE est dépendant des filaments d’actine et est assuré par un
nioteur moléculaire: la myosine de classe VI (Aschenbrenner ef af., 2004). Les endosomes
précoces constituent un premier compartiment de triage de la voie endocytaire. On y retrouve

aussi la protéine Rab4, laquelle s’associe a des vésicules de recyclage rapide des molécules



internalisées (les récepteurs notamment) vers la membrane plasmique (van der Sluijs ef al,,

1992).

Les cargos (protéines de la membrane vésiculaire ainsi que les récepteurs et leurs ligands)
peuvent aussi étre transportés des endosomes précoces aux endosomes tardifs (LE) par des
vésicules de transport nommées MVB (multivesicular bodies) ou encore vers les.endosomes
de triage périnucléaires (ERC: endosomal recycling compartment). Les MVB, dont la
morphologie est le résultat de la fusion de plusieurs petites vésicules, sont marquces par la
présence de Rab7 tout comme les LE (Papini et al., 1997). Les molécules destinées a étre
dégradées sont ensuite transportées du LE vers les lysosomes, si¢ge de I'hydrolyse, par des
vésicules contenant, elles aussi, Rab7 (Chavricr ef al., 1990 a). Les molécules destinées a étre
recyciées, elles, voyagent vers I’ERC qui est un compartiment périnucléaire a [’aspect tubulo-
vésiculaire a partir duquel bourgeonnent des vésicules contenant Rabl 1 (Ullrich et al., 1996)
a destination de Ja membrane et qui permettent le recyclage lent de certains récepteurs, ou a
destination du réscau trans-golgien (Urbé et al, 1993) ou les molécules pourront étre

modifiées (Snider et Rogers, 1985) en atlente d’étre resécrétées ou menées vers fa membrane.

En plus des compartiments de trafic cellulaire plus traditionnels mentionnés plus haut,
plusieurs cellules polarisées comme les cellules WIF-B (lignée hybride d'un hépatocyte de
rat et d’un fibroblaste humain différentié) ou la lignée HepG2 (hépatome humain dont le
degré de polarisation est beaucoup moindre) disposent de compartiments sous-apicaux (SAC)
servant de dernier compartiment avant la sécrétion des molécules subissant la transcytose
(Thrke et al., 1998) ainsi que de compartiments sous-apicaux de recyclage (ARC). Ainsi le
groupe de van ljzendoorn (Hoekstra e al., 1999) a identifié un SAC dans les cellules HepG2.
Les cellules polarisées MDCK (Madin Darby canine kidney) possédent un ARC permettant
de réguler la localisation et le recyclage des protéines apicales qui est marqué par la présence

de la protéine Rablla (Wang ef al., 2000).

Pour que les cellules puissent maintenir leur homéostasie et pour qu’elles remplissent leurs

fonctions, une multitude de mécanismes leur permet d’obtenir du milieu les éléments



essentiels et de les internaliser. Une certaine portion de ces ¢léments peut étre acquise par
diffusion a travers la membrane semi-perméable suivant un gradient de concentration, c’est le
cas des gaz comme 1'oxygéne et de certaines molécules polaires comme |’éthanol ou I’cau.
Comme la membrane est imperméable a la plupart des ions et des petites molécules polaires
non chargées comme le glucose, ces derniers la traversent grice a des protéines
membranaires formant des canaux ou a des pompes qui hydrolysent I’ATP pour contrer le
gradient de concentration. Ces deux mécanismes correspondent respectivement a la diffusion
facilitée et au transport actif. La diffusion facilitée du glucose, par exemple, est permise par
des uniporteurs de la famille GLUT qui possédent 12 segments transmembranaires et dont au
moins un des multiples isoformes est exprimé dans chacun des tissus (revu par Mueckler,
1994). La diffusion a travers la membrane plasmique ne permet cependant pas 4 la cellule de
destiner les particules incorporées a partir du miliew a un compartiment particulier. C'est
pourquoi les cellules disposent de mécanismes de bourgeonnement de la membrane
permettant la formation de vésicules qui acheminent de fagon précise les molécules

internalisées.

1.4 Les voies d’entrée dans la cellule

1.4.1 Phagocytose

Un de ces mécanismes est la phagocytose caractérisée par [’internalisation de grosses
particules (>0,5 um). Il s’agit d’'un mécanisme principalement utilisé par les neutrophiles et
les macrophages permettant ’internalisation de microorganismes envahisseurs et des corps
apoptotiques. Ce mécanisme résulte de la formation par remodclage de la membrane d’une
vésicule de grande taille suite & la liaison des particules & des récepteurs membranaires. Des
études montrent que cette vésicule formée, le phagosome, subit un processus de maturation
en fusionnant avec les organelles cellulaires comme les lysosomes formant un
phagolysosome (Niedergang et Chavrier, 2004). On sait maintenant que les microdomaines
lipidiques de la membrane pourraient jouer un réle d’importance dans la signalisation et la

formation du phagosome: notamment lors de D’internalisation de particules couvertes



d'immunoglobulines G (IgG) reconnues par les récepteurs Fey (Kono ef al, 2002). Des
études ont en effet montré que la privation de cholestérol a [’aide de statines et de méthyl-f3-
cyclodextrine inhibait la signalisation médiée par les récepteurs Fc et la phagocytosc
(Hillyard et al., 2004; Loike et al., 2004). Cependant, d’autres études n’ont pu démontrer le
méme effet (Gatfield et Pieters, 2000), ce qui ne permet pas de conclure que les radeaux

lipidiques soient essentiels a la formation du phagosome.

1.4.2 Endocytose dépendante de la clathrine

Classiquement, deux modéles d’importance sont étudiés lorsqu’il est question d’endocytose
dépendante de la clathrine: I'endocytose du récepteur de la transferrine (rTf) et I’endocytose

du récepteur de LDL (rLDL).

Dans le plasma, le fer est majoritairement transporté par la transferrine (Tfn), une
glycoprotéine de 80 kDa capable de lier deux atomes de fer (Fe’) (Holmberg et Laurel,
1947; Laurel et Ingelman, 1947), qui est principalement sécrétée par les hépatocytes. Les
cellules en contact direct avec la circulation disposent de récepteurs a la transferrine (rTfl),
une protéine membranaire intégrale homodimérique glycosylée de 95 kDa (McClelland ef al.,
1984), dont la régulation s’effectue principalement au niveau transcriptionnel en réponse a
des facteurs mitogénes (Tsuji er al., 1991). La structure du rTfl ainsi que de ses différents
domaines est trés bien connue (revu dans Aisen, 2004). La liaison de la transferrine a
I"extrémité carboxyterminale du rTfl conduit & son internalisation dans un puits tapissé de
clathrine par un mécanisme essentiellement tdentique a celui employé par le yLDL. Nous
décrirons ce dernier bientdt. Son recyclage constitue cependant un mécanisme particulier qui
a été décrit par I’équipe d’Harvey Lodish, il y a maintenant ptusieurs années (Dautry-Varsal
et al., 1983) et qui mérite d’étre expliqué ici. Ainsi, & pH ncutre, le rTfl ne peut lier la
transferrine que si elle est chargée avec deux atomes de fer (ferrotransferrine). Cette liaison
provoque [I’'internalisation du complexe rTfl/ ferrotransterrine puis la fusion du
compartiment d’endocytose avec un compartiment modérément acide (pH 5,4). A ce pH, la

transferrine perd son affinité pour le fer, mais le complexe rTtl / transferrine est conservé. Le
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récepteur et la transferrine sont ensuite recyclés vers la membrane, ou le pH neutre provoque

leur dissociation, remettant en circulation la transferrine non liée au fer.

En 1999, un second récepteur de la transferrine (rTf2) a aussi été caractérisé (Kawabata ef al.,
1999). Son r6le dans le métabolisme du fer n’est pas encore défini de fagon aussi claire quc
celui de rTfl, mais fait, depuis sa découverte, I'objet d'intenses recherches (revu dans
Anderson et al., 2007). Une particularité de I’endocytose du rTfl est qu’elle est modérée par
le produit du géne HFE (High Fe) (Roy et al., 1999), une protéine semblable au complexe
majeur d’histocompatibilit¢ de classe I, dont la mutation Cys260Tyr empéche sa
translocation a la membrane ou il interagit normalement avec r'Tfl. L absence a la membrane
de ce modérateur conduit a I’hémochromatose, une maladie génétique fréquente caractérisée
par ’accumulation toxique, voire létale, de fer dans I’ensemble des tissus. Récemment, on a
découvert d’autres mutations sur le produit du géne HFE qui empécheraient son interaction

avec r'Tf2 et conduiraient aussi a I’hé mochromatose (Chen et a/., 2007).

Afin d’expliquer le mécanisme d’endocytose dépendante de la clathrine, nous nous
pencherons désormais sur I’endocytose du rLDL. Le tout débute par la liaison de la LDL au
rLDL présent dans les puits tapissés de clathrine. Une fois la lipoprotéine liée au récepteur,
plusieurs molécules adaptatrices et accessoires sont recrutées a la membrane forgant ainsi la
polymérisation des unités de clathrine. Le bourgconncment d’une vésicule couverte de
clathrine contenant le complexe LDL / rLLDL est alors permis par la dynamine qui provoque
fa scission de la vésicule a partir de la membrane. Le manteau de clathrinc est ensuite enlevé
alors que la vésicule s’acidifie, ce qui permet au complexe LDL / rLDL de se dissocier. Lc
rLDL est ensuite recyclé a la membrane dans une vésicule alors que le compartiment
contenant la LDL internalisée fusionne avec le lysosome permettant son hydrolyse complete

en acides gras, cholestérol libre, glycérol et acides aminés.

Les protéines adaptatrices AP font partie d’une famille de protéines (AP1-AP4) impliquées
dans ’endocytose médiée par un récepteur, I’assemblage du manteau de clathrine, le

bourgeonnement de la vésicule, la perte du manteau de clathrine et dans Uinteraction entre la
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vésicule et les microfilaments d’actine. Elles sont tétramériques comprenant une grande ({3),
une moyenne (i), une petite (o) sous-unité et une seconde sous-unité de grande taille (y, a, ¢
ou d pour APIl, AP2, AP3 et AP4 respectivement) (revu dans Jarouse et Kelly, 2000). AP2
sert de protéine adaptatrice entre le rLDL et les unités de clathrine, comme le montre la
diminution d’un ordre de 12 fois du nombre de puits tapissés de clathrine formés dans des
cellules traitées avec un ARN interférant ciblant la sous-unité¢ p2 de cette protéine (Motley er
al., 2003). En étant recrutées a la membrane, les AP-2 permettent aux triskelions de clathrine
de se polymériser et de former un treillis qui donnera naissance au puits tapissé de clathrine
(revu dans Brodsky er al., 2001). Pour se faire, il est essentiel que Epsl5 se lie a AP-2
(Benmerah er al., 1998).Les hépatocytes se distinguent des autres cellules en ce qu’elles
n’expriment pas la sous-unité spécifique des cellules épithéliales (w1B) pour former le
complexe AP-1/clathrine (Ohno et al., 1999). Dans les cellules épithéliales, ulB est
essentielle pour décoder les signaux d’adressage a la membrane basolatérale (TyrXX¢) du

rLDL 4 partir du réseau trans-golgien (Folsch ef al., 1999).

La dynamine est une protéine (100 kDa) a action GTPasique esscnticlle lors des premiéres
étapes de l'endocytose (Kosaka et Tkeda, 1983). Elle permet le bourgeonnement du puits
tapissé de clathrine (Damke er al., 1994) en interagissant a la fois avec la clathrine, les
microtubules (Herskovits er al, 1993) ct elle-méme pour former un anneau contractile
(Hinshaw et Schmid, 2002). A elle seule, la dynamine ne peut remplir toutes ces tiches, d’ou
"importance des protéines adaptatrices. La dynamine contienl aussi un domaine d'homologie
a la pleckstrine (premiére protéine ol ce domaine a été identifi€, la pleckstrine est le principal
substrat de la protéine kinase C dans les plaquettes sanguines) lui permettant d’interagir avec
le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (Mayer ef al., 1993), une molécule importante de la
signalisation cellulaire, responsable de sa localisation sur la face cytosolique de la membrane
plasmique. Le transport de la vésicule couverte de clathrine se fait ensuite suivant les
filaments d’actine grice & un moteur moléculaire: la myosine de classe VI (Aschenbrenner er

al., 2004).



Classiquement, il est possible d’inhiber I’endocytose dépendante dc la clathrine par différents
moyens. Le traitement de cellules dans un milieu hypertonique (obtenu avec du sucrose)
inhibe la formation des puits de clathrine (Heuser et Anderson, 1989). Le chlorure
d’ammonium inhibe le recyclage & la surface du rLDL et provoque une augmentation de sa
localisation dans des compartiments intracellulaires et favorise sa dégradation (Grant er al.,
1990). Un traitcment privant les cellules d’énergie (azoture de sodium et 2-d-désoxyglucose)
inhibe aussi I’endocytose dépendante dc la clathrine. Les filaments d’actine étant essentiels
pour I’endocytose, le traitement de cellules avec des drogues perturbant la polymérisation de
I’actine comme la cytochalasine D résultc en une inhibition de ce mécanisme (Lamaze er al.,
1997). La privation de potassium intracellulaire suivant un choc hypoosmotique est aussi un
moyen efficace d’inhiber I'internalisation de récepteurs suivant une voie dépendante de la
clathrine (Larkin e a/., 1983). La privation aigué de cholest¢rol a ’aide de cyclodextrine

inhibe aussi le bourgeonnement des puits tapissés de clathrine (Subtil ef a/., 1999).

1.4.3 Endocytose indépendante de la clathrine

L’endocytose indépendante de la clathrine constitue un phénoméne qui ne fait I’objet
d’intenses recherches que depuis peu, méme si plusieurs indices laissalent entrevoir son
existence depuis déja longtemps. En effet, des études ultrastructurales avaient déja démontré
I’existence d’invaginations de la membrane dépourvues de manteau de clathrine dans des
cellules épithéliales (Huet ef /., 1980) el dans des fibroblastes (Hansen er al., 1991). De plus,
malgré I'utilisation d’inhibiteurs classiques de I’endocytose dépendante de la clathrine, il a
été démontré que plusieurs molécules continuaient d’étre internalisées (Sandvig et Van
Deurs, 1994). Les voics endocytaires indépendantes de la clathrine sont divisées en fonction
des protéines qui en régulent P'activite. Nous discuterons ici de: 1) I'endocytose par les
cavéoles; 2) I’endocytose régulée par Cdc4? et Arfl; 3) Uendocytose régulée par RhoA; 4)
I’endocytose régulée par Arf6. L’endocytose régulée par la flotilline ne sera pas abordée,
faute de détails disponibles. Comme nous le verrons, certaines de ces voies sont constitutives
et d’autres nécessitent un signal pour étre activées, mais toutes sont associées a des radeaux

lipidiques.



1.4.3.1 Endocytose régulée par les cavéoles

Les cavéoles sont impliquées dans I’internalisation de plusieurs molécules qui en stimulcent
I’endocytose. Parmi celles-ci, on compte certains virus comme SV40 (Pelkmans er al., 2001),
certaines toxines comme la toxine du cholera (Orlandi et Fishman, 1998), des bactéries (Shin
et al., 2000), mais aussi les sphingolipides (Puri et al., 2001) et le cholestérol (Sharma et al_|
2004). Le cavéosome ainsi formé bourgeonne alors de la membranc par un mécanisme
impliquant la dynamine (Oh et al., 1998; Henley et al, 1998) et les filaments d’actine
(Pelkmans ef al., 2002) et fusionne avec les EE. Le cavéosome peut ensuite étre recyclé vers
la membrane (Pelkmans er a/., 2004). Des études rapportent que I’albumine est internalisée
par un mécanisme dépendant des cavéoles (Minshall ef al., 2002), mais cela dépendrait du
type cellulaire; I'albumine pourrait aussi étre internalisée (dans les cellules CHO par
exemple) grace a un mécanisme régulé par RhoA (Cheng et al., 2006), lequel sera décrit plus
bas. On rapporte aussi que les cavéoles sont associées a la transcytose a travers les ccllules
endothéliales de I’albumine et de I’orosomucoide, une protéine de phase aigué permettant le
transport de composés lipophiles neutres ou basiques (revu dans Tuma et Hubbard, 2003). Le
Tableau I résume les effets de différents traitements sur I’endocytose par les cavéoles et les

principales caractéristiques de cette voie.

1.4.3.2 Endocytose régulée par RhoA

Les GTPases de la famille de Rho sont des protéines de faible poids moléculaire (=21 kDa)
impliquées dans le contrdle du trafic cellulaire, ’exocytose, la dégranulation des mastocytes,
la migration des cellules neuronales, 'établissement de la polarité membranaire et la

progression du cycle cellulaire (revu par Symons et Rusk, 2003). Lcur implication dans les

24



Tableau I: Synthése des caractéristiques propres a chacune des voies endocytaires.

a) Caractéristiques morphologiques des vésicules associées a ces différents mécanismes et marqueurs
connus de ces voies.

Mécanismes d'endocytose

De%e:;:am Cavéolaire Régulé par Régulé par Régulé par
. RhoA Cded2 Arf6
clathrine
Analogues de MarGfe[L_lf;Pde la
Careo ou Tfn GSL IL-2RB duen’s CMH-I
. LDL Albumine Récepteur yc phase fluide E-cadhérine
marqueur Toxine B du
SV40 .
choléra
Machineric Dynamine Dynamine Cdca2 Arf6
) llulZire AP2 Cavéoline-1 Dynamine Rabs Rabl1
O octé AP-180 Src RhoA PI3K Rab22
Clathrine Rab5 EEAI PI3K
Type de Vésicule  Vésicule strice . Vesicule tubulaire
it o Vésicule sans  sans dynaming ni . .
vésicule tapissée de  contenant de la lathri Non identifié
rimaire clathrine cavéoline manteau clathrine
P _ (CLIC)
Compartiment .
. ) I Compartiment
Premier Endosome , acide enrichi en .
. P Cavéosome ou NP précoce de
compartiment précoce EE protéines a
L EE recyclage
rejoint (EE) ancrage de GPI .
tubulaire

(GEEC)

mécanismes d’endocytose est une découverte assez récente bien que déja en 1992 le groupe
de A. Hall (Ridley er al., 1992) démontrait I'implication de la protéine Rac dans la
stimulation de la macropinocytose. Ces petites GTPases passent alternativement d’un état
actif (liées au GTP) a un état inactif (lices au GDP). Le cycle d’activation et d’inactivation
des GTPases est contr6lé par trois types de protéines régulatrices: les GEF (Guanine
nucleotide exchange factor) qui catalysent I'échange de GDP pour une molécule de GTP en
stabilisant la protéine et la rendant active; les GAP (GTPase-activating protein) qui stimulent
I’échange du GTP pour du GDP, [inactivant ainsi et les GDI (Guanine nucleotide
dissociation inhibitor) qui lient le complexe Rho / GDP et maintiennent la GTPase dans une

conformation inactive tout en masquant son domaine d’homologie a la pleckstrine (Symons
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b) Effet de différents traitements ou inhibiteurs sur le fonctionnement de ces voies.
Mécanismes d'endocytose

Inhibiteurs ou protéinesa  Dépendant de Régulé par Régulé par  Régulé

effet dominant négatif (DN) _ Ia clathrine ¢°12Ir® proa Cded2  par Arf6
DN-Dyn2 X X X e
DN-Arf6 ND ND ND - X
Dépiétion en cholestérol /X X X /X X

(Fillipine; MB-CD)

Dépolymérisation des
filaments d'actine X X X X X®
(Cytochalasine D)

Inhibiteurs de tyrosine - X /X X ND
kinases (Génistéine)

Inhibiteurs de Src kinases ND X - - ND
(PP2)

DN-Cav-1; Cav-1 KD - X - - ND
Inhibiteurs de Rho GTPases . - X X ND
(CDTxB) .

DN-RhoA - - X - ND
DN-Cdc42 - - - X ND

Inhibiteurs de I'endocytose

dépendante de la clathrine
- - - N
(DN-AP-180; X D
Chlorpromazine)
Déplétion en sphingolipides - X X X ND
Déplétion en i X i i ND

glycosphingolipides
X: Inhibe le mécanisme; -: N'affecte pas le mécanisme; t: Augmente I'aclivité ; ND: Effet non
déterminé; (a): Inhibe le recyclage ; Adapté de Mayor et Pagano, 2007 et Cheng e/ al., 2000.
et Settleman, 2000). Les GEF de RhoA et de Cdc42 appartiennent a Ja famille des GEF Dbl
(revu dans Rossman er al., 2005) et sont particuliérement intéressantes en cc qu’elles
disposent d’un domaine d’homologie & la pleckstrine leur permettant de s’ancrer a la

membrane et d’interagir avec les phosphoinositides-phosphates (Snyder e al., 2001).



La premicre €tude montrant que RhoA ¢tait impliquée dans l'endocytose d'un cargo
spécifique a ét¢é effectuée par C. Lamaze (200 1) qui étudiait alors la voie d’internalisation du
récepteur de V'interleukine-2. En employant des cellules exprimant un dominant négatif de
Epsl5, une protéine dont la liaison a AP-2 est essentielle au mécanisme d’endocytose
dépendante de la clathrine (Benmerah ef al., 1998), il a démontré que la chaine B du IL-2R
continuait d’étre internalisée et qu’elle était localisée dans des DRM suite a la liaison du
ligand. Il fut démontré dans la méme €étude que ce mécanisme d’endocytose était dépendant
de la dynamine et de RhoA puisque ce dernier €tait inhibé par ’expression de protéines a
effet dominant négatif de ces dcux GTPases. La vésicule endocylaire résultant de
’endocytose dépendante de RhoA fusionne avec les endosomes précoces (Leung ef al.,
1999). La dépolymérisation des filaments d’actine a ’aide de traitement a la cytochalasine D
inhibe ce mécanisme d’endocytose (Sauvonnet ef al., 2005). Etonnamment, ’expression d’un
mutant constitutivement actif de RhoA inhibe I'endocytose dépendante de la clathrine dans
les cellules non polarisées (Lamaze et al.,, 1996), mais la stimule dans les cellules MDCK
(Leung et al., 1999). Plus récemment, Grassart e/ al. (2008) ont montré que I'internalisation
via cette voie de la chalne  du IL-2R nécessitait aussi I’activité de Rac! et serait régulée par
les protéines Pakl et Pak2. Le Tableau I: résume les effets de différents traitements sur

I’endocytose par RhoA et les principales caractéristiques de cette voie.

1.4.3.3 Endocytose régulée par Cdc42/Arf1

Un mécanisme d’endocytose indépendant de la clathrine ct de la dynamine a d’abord ¢été
identifié dans des cellules Hela exprimant un mutant & effet dominant négatif de la
dynamine-1 (Damke ef al,, 1994). Non seulement |'expression de ce mutant bloguait-clle
I’endocytose, mais elle stimulait 1’internalisation de marqueurs de la phase fluide (la HRP;
Horseradish peroxydase) et donc la pinocytose. Cette voie d’internalisation constitutive a été
identifiée grace a I’emploi d’un inhibiteur de-GTPases comme la toxine B de Clostridium
difficile (Fivaz ef al., 2002) et de protéines a effet dominant négatif de Cdc42 (Sabharanjak et
al., 2002; Guha et al, 2003). Ces inhibiteurs provoquaient en effet une inhibition de

I’internalisation des protéines résidentes des radeaux lipidiques possédant une ancre de



glycosylphophatidylinositol (GPI-AP) et de |'internalisation des marqueurs de la phase fluide
comme le dextran. Ces études démontrent que les molécules internalisées par cette voie sont
d’abord dirigées dans un compartiment modérément acide nommé GEEC (GPI-AP enriched
early endosomal compartment) avant d’étre menées vers un compartiment associ¢ & Rab7 qui
est, soit un endosome tardif, soit un ERC. Les filaments d’actine sont essentiels au bon
fonctionnement du mécanisme d’internalisation régulé par cde42 (Gauthier ef al., 2004). Le
role d’Arfl dans la régulation de ce type d'endocytose ne fait cependant pas ["unanimité.
Arfl permettrait d’induire une courbure négative dans la membrane plasmique en s’y insérant
(revu par Doherty et McMahon, 2009), mais ne serait pas essentielle selon lc modéle
cellulaire et le ligand & internaliser. Le Tableau I: résume les effets de différents traitements

sur I’endocytose régulée par Cdc42 et les principales caractéristiques de cette vole.

1.4.3.4 Endocytose régulée par Arf6

Le réle de la GTPase Arf6 (ADP-ribosylation factor) dans 'endocytose indépendante de la
dynamine et de Ila clathrine de plusieurs molécules comme le complexc majeur
d’histocompatibilité de classe I (CMHI), Pintégrine B1 et certaines GPI-AP n’est pas encore
trés bien défini. On sait cependant que la protéine Arf6 est impliquée dans le remodelage de
I’actine et 1'interaction avec le phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP;) (revu dans
D’Sousa-Schorey et Chavrier, 2006). Cependant, méme Pexpression d’un dominant négatit
dc Arf6 n’a pu inhiber I’internalisation des protéines mentionnées ci-haut (Brown et al.,
2001). Le Tableau I: résume les effets de différents traitements sur I’endocytose régulée par

Arf6 et les principales caractéristiques de cette voie.

1.4.4 Transcytose et polarité

Alors que certaines molécules sont internalisées et demeurent dans la cellule, d’autres

empruntent des compartiments particuliers leur permettant de traverser la cellule. Ce

phénoméne, que I"on nomme transcytose, se produit dans les entérocytes qui disposent de



récepteurs d’immunoglobuline A (IgA) (Brown er al, 1976), dans les cellules de
’endothélium cérébral qui disposent de rLDL (Dehouck ef al., 1997) ainsi que dans plusicurs
autres types cellulaires (revu par Tuma et Hubbard, 2003). En somme, la transcytose a lieu
dans les cellules dites polarisées, c’est-a-dire qui possédent un domaine membranaire
basolatéral et un domaine apical; chacun ayant des fonctions et des activités différentes qui
reposent sur la présence de protéines et de lipides distincts. Chez des cellules cultivées dans
un milieu privé de cholestérol ou de glycosphingolipides, bien que ’endocytose & partir du
domaine basolatéral soit toujours permise, le processus de transcytose des protéines apicalcs
est bloqué dans les EE (Nyasae et al., 2003). De plus, les protéines destinées au domaine
apical sont, dans les cellules non polarisées (qui ont perdu leur polarité ou qui ne 1’ont pas
encore acquise), constamment échangées (t;,~4 min) entre le domaine basolatéral et un
compartiment intracellulaire «apical», et cela dii & une absence de rétention & la membrane

apicale (Tuma er al., 2002).

Les cellules hépatiques sont, elles-aussi, hautement polarisées et maintiennent une
distribution protéique et lipidique distincte entre ce que ’on nomme la portion sinusoidale
(basolatérale) et la portion canaliculaire (apicale) de Jeur membrane plasmique. Le mainticn
et la génération de cette polarité (revu dans Wang et Boyer, 2004) sont essentiels aux
fonctions de I’hépatocyte et jouent un réle important dans le métabolisme du cholestérol.
Ainsi, les récepteurs de lipoprotéines, comme le rLDL et le SR-BI, sont principalement
localisés a la membrane sinusoidale qui donne sur la circulation sanguine , ce qui leur permet
d’entrer en contact avec les lipoprotéines présentes dans le plasma. Le SR-BI se retrouve
aussi, suite a sa transcytose et son passage dans Jes SAC/ARC, dans la membrane du
canalicule biliaire 1a ol le cholestérol provenant de I’hydrolyse des EC-HDL et les sels

biliaires peuvent subir Ueffux (revu Par Silver, 2004).
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CHAPITRE Il: PROBLEMATIGUE

Les maladies cardiovasculaires constituent encore aujourd’hui la premiére cause de mortalité
en Amérique du Nord. Il est connu que le risque de développer ces maladies est directement
corrélé avec la concentration plasmatique de cholestérol associé aux LDL (Gordon ef al.,
1981) et inversement & la concentration de cholestérol associé aux HDL {(Gordon et Rifkind,
1989). Ces deux classes de lipoprotéines, les principales chez I"humain, sont toutes deux des
ligands du SR-BI, lequel joue un rdle primordial dans le métabolisme du cholestérol. En
effet, le SR-BI est responsable de la derniere étape du transport inverse du cholestérol (TIC)
(revu par Fielding et Fielding, 1995). Le TIC consiste en le transport du cholestérol des tissus
périphériques vers le foie, assurant ainsi la clairance du cholestérol sous forme d’acides
biliaires et c’est le SR-BI qui est responsable du transfert des esters de cholestérol des
lipoprotéines vers les hépatocytes. Cette étape de transfert, du fait qu’elle n”’implique pas de
dégradation dans un compartiment cellulaire acide de la partie protéique de la lipoprotéine, se
nomme captation sélective. Ainsi la lipoprotéine n’est pas conduite vers un compartiment
acide pour y étre dégradée, mais est plutdt «vidée» de ses esters de cholestérol (Glass e al.,
1983; Stein et al., 1983), lesquels sont hydrolysés par la suite dans un compartiment acide. La
captation sélective est-donc mise en évidence par la différence entre I’internalisation de la
fraction lipidique et Iinternalisation de la fraction protéique. Il a été démontré que la
captation sélective des esters de cholestérol n’était pas effectuée qu’a partir des HDL, mais
qu’elle pouvait aussi se faire a partir d’autres lipoprotéines, notamment les IDL et les LDL
(Brissette et Falstrault, 1994; Brissette et al., 1996), et de lipoprotéines modifiées comme les
LDL oxydées (oxLDL) ou acétylées (AcLDL) (Fluiter et Van Berkel, 1997; Rhainds et af.,
1999).

Le mécanisme par lequel SR-BI effectue la captation sélective ne fait cependant pas
Punanimité (Acton ef al., 1996; Murao et al., 1997). Ainsi, deux phénoménes peuvent étre a
I’origine de la captation sélective : un processus de transfert des EC a la surface des cellules
(Rodrigueza et al., 1999; Liu et al.,, 2002; ) apres quoi la lipoprotéine se détache du récepteur;
ou un processus nommé rétroendocytose (Eckhardt es-al., 2004; Rhainds et al., 2004) par

lequel la lipoprotéine est internalisée, appauvrie en EC durant son trajet a I’intérieur de la



cellule et est resécrétée. Cependant, I’observation de ces mécanismes pourrait dépendre des
types cellulaires étudiés ou des méthodes employées (Eckhardt er af., 2004; Nieland et al..
200S; Hardcr et al., 2006). De plus, il semble de plus en plus évident que le phénoméne de
captation sélective differe selon les lipoprotéines impliquées et qu'elle soit régulée
différemment en fonction des apolipoprotéines présentes (Charpentier et al., 2000; Huard et
al., 2005) ou de I’emplacement de SR-BI dans la membrane (Truong et al., 2006, Rhainds ef
al., 2004).

Dans les cellules HepG2, il a ét¢ montré que plusieurs traitements visant a modifier le
contenu lipidique des radeaux lipidiques affectent le processus de captation sélective des EC,
favorisant soit le transfert en provenance des HDL, soit des LDL. Il apparait donc que le
processus mené par SR-BI est en partie dépendant de sa présence dans les radeaux lipidiques
(Rhainds et al., 2004). A ces domaines membranaires particuliers sont aussi associées des
voies d’endocytose que 'on dit indépendantes de la clathrine (revue par Mayor et Pagano,
2007) et qui font 'objet d’intenses recherches depuis les études pionniéres menées par
Christophe Lamaze (Lamaze et al., 1996, Lamaze et al., 1997). Pour ces raisons, il apparait
tout indiqué de se pencher sur la possible implication de ces voies dans le phénoméne de
captation sélective et ainsi parvenir a déterminer plus en profondeur le mécanisme qui en est
responsable. D’autres ont déja débuté en perturbant Iintégrité des radeaux lipidigues dans
des cellules non hépatiques (CHO ou COS) sans encore s’étre penché sur la captation

sélective des LDL (Zhang er al., 2007; Sun et al., 2007).
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CHAPITRE Ill: HYPOTHESES

i) Etant donné que le mécanisme par lequel le SR-BI effectue la captation sélective ne fait pas
PPunanimité (Acton ef al., 1996; Murao et al., 1997) et qu’il semble différer d"un modéle
cetlulaire a I"autre (Eckhardt et af., 2004; Nieland et al., 2005; Harder ef al., 2006); il est
postulé que des mécanismes d’endocytose sont responsables de [activité du SR-BI.
L’inhibition de I’endocytose dépendante de la clathrine & 'aide d’inhibiteurs comme le
chlorure d’ammonium, la cytochalasine D, la chlorpromazine, la privation des cellules en
énergie et le choc hypertonique couplée a des essais d’association et de liaison de
lipoprotéines (LDL et HDL) devrait permettre de vérifier que ’activité de captation sélective

de SR-BI peut étre influencée par de tels mécanismes.

i) Etant donné les récentes avancées dans I'étude des mécanismes d’endocytose
indépendante de la clathrine (Mayor et Pagano, 2007); il est postulé que de tels mécanismes
d’endocytose indépendante de la clathrine sont responsables de la captation sélective via le
SR-BI dans les hépatocytes. Ces mécanismes pouvant étre différenciés sur la base de leur
dépendance a la dynamine ou a des GTPases, le traitement des cellules avec le dynasore
(inhibiteur pharmacologique de la dynamine) ou la sous-unité B de la toxine de C. é{{ﬁ’lci/e
(inhibiteur de RhoA et Cdc42) couplé a des.essais d’association et de liaison de lipoprotéines
(LDL et HDL) devrait permetire de caractériscr davantage la ou les voies d’endocytose

modulant I’activité de captation sélective du SR-BI.

iii) Etant donné que ces mécanismes sont associés a des domaines membranaires dont la
composition lipidique est autrement plus organisée: les radeaux lipidiques; étant donné que
des études ont rapporté une influence de la composition lipidique des ces domaines sur
efficacité des dits mécanismes (Cheng er al., 20006); et élant donné que la perturbation des
radeaux lipidiques influence Iactivité de captation sélective de SR-BI (Rhainds et al,, 2004);
il est postulé que les différents traitements affectant I’endocytose ainsi que des traitements
affectant la composition membranaire des cellules pourraient déplacer le SR-BI hors des

radeaux lipidiques, expliquant ainsi I’inhibition de ’endocytose observée et sa perte



d’activité. Par I’ajout au milieu d’essais de molécules séquestrant ou décomposant certains
lipides (fillipine, méthyl-B-cyclodextrine, SMase) ou encore en diminuant la production
endogéne (a l’aide d’inhibiteurs généraux et particuliers de la voic de synthése des
(glyco)sphingolipides ou du cholestérol), il sera possible de vérifier que I’activité de SR-BI
est régulée par la composition lipidique de la membrane cellulaire. Le fractionnement sur un
gradient de densité des protéines cellulaires suite a ces traitements devrait permettre de
confirmer que la localisation membranaire du SR-BI est responsable de 'activité observée ou

de son endocytose.

iv) Etant donné que plusieurs études de notre groupe démontrent une activité différentielle de
SR-BI envers les LDL et les HDL (Charpentier ef al., 2000; Huard ef a/., 2005; Rhainds et
al., 2004; Truong ef al., 2006); étant donné que la captation sélective de ces deux ligands via
le SR-BI a été montrée comme des processus physiologiquement pertinents (Brodeur ef al.,
2005); il est postulé que I'activité de SR-BI envers ces deux classes majeures de lipoprotéines
est réguléé par des effecteurs qui leur sont propres et que ’identification / caractérisation de

la ou des voies d’endocytose contribuera a expliquer ces différences.

Ces quatre hypothéses permettront d’affirmer que [activité différentielle de SR-BI envers les
deux classes majeures de lipoprotéines (HDL et LDL) peut étre expliquée par la localisation
du SR-BI dans certains microdomaines de la membrane cellulaire, par la composition
lipidique de ces microdomaines et par des mécanismes d’cndocytose distincts dans un
modéle représentatif de la cellule hépatique: les cellules HepG2. Ainsi, s'il est montré que les
inhibiteurs classiques et particuliers de ’endocytose ont un effet sur la captation sélective, la
ou les voie(s) responsable(s) pourra(ont) étre caractérisée(s) davantage. S’il est montré que la
perte de glycosphingolipides et de cholestérol a la membrane inhibe la captation sélective, il
pourra étre vérifié qu’il s’agit de la voie dépendante des cavéoles ou non selon qu’elle est
aussi inhibée par ’ajout de dynasore et de PP2. Si la privation de sphingolipides en général et
de cholestérol inhibe la captation sélective, I’attribution de ce mécanisme a une régulation par

Cdc42 ou par RhoA pourra étre confirmée par ’ajout au milieu d’essal de la sous-unité B de
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la toxine de C. difficile. Ultimement, ces deux voies pourraient étre départagées selon leur

sensibilité (caractéristique de RhoA) ou non (caractéristique de Cdc42) au dynasore.



CHAPITRE IV: MATERIEL ET METHODES

Matériel

La lignée d’hépatome humain HepG2 et les vecteurs contenant ’ADN complémentaire
(ADNc) de la dynamine-2 WT (pcDNA3.I (-) HA-Dyn2 WT; MBA-94), de la dynamine-2
K44A (pcDNA3,1 (-) HA-Dyn2 K44 A; MBA-95) ont €té obtenus de American Type Culture
Collection (Manassas, MD). Le milieu essentiel minimal (MEM), le sérum de veau fectal
(SVF) et la pénicilline-streptomycine utilisés pour la culture des cellules HepG2 ainsi que le
G418 sulfate ont été achetés d’Invitrogen (Burlington, Ontario). Le plasma sanguin de sujets
normolipidémiques a été obtenu de Bioreclamation (Hicksville, NY). L’iode-125 (**1) (100
mCi/mmol) et le "H-cholestérol oléate (50 mCi/mmol) pour le marquage des lipoprotéines
provenaient respectivement. d’ ICN Canada (Montréal, QC) et de GE Healthcare (Laval, QC).
Les anticorps polyclonaux anti-SR-BI ont été acquis de Novus Biologicals (Littleton, CO).
Les anti-IgG couplés a la peroxydase ont ét¢ obtenus de Calbiochem (l.a Jolla, CA). La
méthyl-B-cyclodextrine (mB-CD), la sphingomyélinase (SMase), la chlorpromazine, la
cytochalasine D, le 2-D-désoxyglucose, I'azoture de sodium, I’inhibiteur sélectif des tyrosine
phosphatases de la famille de Src (PP2), la génistéine, la fuﬁﬁonisime B, (FB)), la
chloroquine, le dynasore, et le sucrose ont été achetés de Sigma-Aldrich (Mississauga,
Ontario). La MN-butyldésoxygalactonojirimycine (NB-DGJ) a été obtenue de Toronto
Research Chemicals (Toronto, Ontario, Canada). La sous-unité¢ B de la toxine de C. difficile a
été obtenue de List Biological Laboratories Inc. (Campbell, CA). Tous les autres réactifs

provenaient de Sigma-Aldrich (Mississauga, Ontario).

Culture cellulaire

Les cellules HepG2 ont ét€ mises en croissance dans un incubateur a 37° C en présence de
5 % de CO, dans des flacons de 75 cm”® auxquels étaient ajoutés 14 mL de MEM contenant

10 % de SVE, 100 unités / mL de pénicilline, 100 ug / mL de streptomycine, 4 mM de



glutamine. Le milieu de culture a été changé tous les 2-3 jours ct le passage cellulaire
effectué a tous les 7 jours. Les essais de captation sélective et autres expériences ont ét¢
effectués avec des cellules ensemencées de 4 & 6 jours auparavant dans des plaques de culture
de 12 puits (3,8 sz) de sorte qu’elles soient & une confluence de 80 a 90 % le jour de
I'expérience. Les cellules Cavl3, décrites ailleurs (Truong er al., 2006), ont été maintenues

dans ces mémes conditions dans du MEM contenant 400 g/ mL de G418 sulfate.

Isolement et marquage des lipoprotéines

Les LDL (1,025 a 1,063 g/ mL) et HDL; (1,125 & 1,210 g/ mL) ont été isolées par ultra
centrifugation différentielle selon la méthode décrite par Hatch et Lees (1968) et [égérement
modifiée par Brissette et Noél (1986) a partir du plasma d’individus normolipidémiques
supplémenté de 0,01 % d’éthylénediamine tétraacétate (EDTA), de 0,02 % d’azoture de
sodium (NaNj), de 10 uM de fluorure de phénylméthylsulfonyl (PMSF) et de 20 mM de
Trolox. La densité du plasma pour les différentes centrifugations a été ajustée par 1’ajout de
bromure de sodium (NaBr) et les centrifugations ont été effectuées a 16° C. L'exces de NaBr
a été éliminé par dialyse contre un tampon salin (TBS) (10 mM Tris, pH 7,4, 150 mM NaCl
et 0,02 % p/v de NaNj). La partie protéique des lipoprotéines isolées a été marquée a [’iode-
125 par la méthode de McFarlane (1958) modifiée par Langer ef al. (1972) en présence de
30 mmol (10 mmol pour les HDL;) de monochlorure d’iode (1 mCi/2,5mg dc
lipoprotéines) dans un tampon de 0,5 M de glycine-NaOH, pH 10. L’iode libre a été éliminé
par filtration sur gel de Séphadex G-25 suivie d’une dialyse contre un tampon TBS. L’activité
spécifique des lipoprotéines ainsi marquées a été mesurée au compteur gamma (Compteur
Cobra II). Le marquage des EC contenus dans les lipoprotéines a été effectué selon la
méthode décrite par Roberts ef al. (1985) avec du ]H-choJcstéryl oléate (EC). Pour ce faire,
25 uCi de TH-EC ont été évaporés sous azote et resuspendus dans 250 uL d’acétone. A ce
volume ont été ajoutés 3 mL de sérum déficient en lipoprotéine contenant de Ja CETP
(cholesteryl ester transfer protein) et 'acétone a ensuite €té évaporée sous azote. Les

lipoprotéines (1 mg/ mL) ont été incubées dans ce sérum pendant 30 min a 4° C pour ensuite

36



étre isolées par centrifugation tel que décrit plus haut. L’activité spécifique des lipoprotéines

marquées aux YH-CE a été mesurée au compteur béta (Tricarb, Perkin-Elmer).

Essais d’association des lipoprotéines

Les essais d’assoclation ont été effectués avec des cellules HepG2 ou Cav 13 ensemencées sur
des plagues de 12 puits (3,8 cm’/ puits) 2 80-90 % de confluence avec ou sans les différents
traitements prévus. Pour les controles, les cellules ont d’abord été lavées a deux reprises avec
1 mL de tampon phosphate salin (PBS: 20 mM de phosphate, pH 7,4, 0,02 % (p/v) de KCl et
0,08 % (p/v) de NaCl) avant d’étre incubées en présence de lipoprotéines (HDL ou LDL (20
ywg/mL)) marquées a I'iode-125 ou aux *H-EC dans 125 uL de MEM contenant 2 % (p/v) de
BSA 4 pH 7,4 (volume final de 250 ul) pendant 4 heures a 37 °C. L’association non
spécifique a été déterminée par 1’ajout de 1,5 mg/ mL de lipoprotéines non marquées. Le
milieu d’incubation (pour les cellules incubées avec des lipoprotéines marquées a I’iode-125)
a ensuite €té prélevé en vue des tests de dégradation. Les cellules ont ensuite été lavées avec
0,25 mL de PBS contenant 0,2 % (p/v) de BSA (lui aussi récupéré pour les tests de
dégradation) et 1| mL de PBS. Les cellules ont été solubilisées dans 1,5 mL d hydroxyde de
sodium (0,1 N). La radioactivité associée & I’iode-125 (association protéique) a été
déterminée au compteur gamma {Compteur Cobra II, Packard) et [’activité du tritium
(association EC) mesurée au compteur béta (Tricarb, Perkin-Elmer). L’association a ét¢
calculée en ug de protéines par mg de protéines cellulaires et la valeur de captation sélective
a ¢été calculée en soustrayant de la valeur d’association en EC les valeurs d’association

protéique et de dégradation.

Traitements avec les inhibiteurs de ['endocytose

Pour les traitements inhibant I'endocytose, les cellules ont été pré-incubées 30 min (1 h pour

la cytochalasine D et le PP2; 2h pour la toxine B) en présence de 25 mM de chlorure

d’ammonium, 0,45 M de sucrose, la combinaison d’azoture de sodium (5 mM)/2-D-



désoxyglucose (50 mM), 100 uM de chlorpromazine (CPZ), 100 mM de génistéine, 50 uM
de cytochalasine D, 50 uM de pervanadate de sodium ou 20 nM de PP2 avant I’ajout des
lipoprotéines radio-marquées. Le traitement a ¢été maintenu tout au long de I’essai
d’association. La solution stock de 5 mM de pervanadate de sodium a été oblenue en
mélangeant dans un ratio | :1 une solution de 10 mM de peroxyde d’hydrogéne a une
solution de 10 mM d’orthovanadate de sodium. Pour le traitement a la sous-unité B de la
toxine de C. difficile, 1a toxine a été resuspenduc le jour de l'expérience dans de 1’eau pour
atteindre une concentration finale de 100 ng / uL (solution stock 1000 fois concentrée) et a
été conservée a -20°C pour une période maximale d'une semaine. Les agents perturbant
I’intégrité des radeaux lipidiques ont été ajoutés | heure avant les expériences & raison dc
0,5 U/ mL pour la SMase; 10 mM pour la MB-CD et ont été retirés par un lavage au PBS de
la couche cellulaire. Pour les essais avec des cellules traitées avec des inhibiteurs de la
synthése de (glyco)sphingolipides, la privation de sphingolipides a été effectuée par la
croissance pendant 48 heures (24 h pour la myriocine) dans du MEM contenant 10 % de SVF
et 10 uM de myriocine, ou 20 ng/ mL de FB,, ou 100 uM de NB-DGJ tel que décrit par
Cheng er al. (2006).

Essais de dégradation protéique

Au milicu d’incubation qui a été récupéré des essais d’association ont été ajoutés 0,1 volume
de BSA 420 % et 500 uL d’acide trichloroacétique (TCA) 4 24 % (p/v) et le tout a été incubé
pendant 30 min & 4° C. Aprés une centrifugation (15 minutes; 2200 g), le surnageant
contenant les petits peptides radioactifs produits par la dégradation a été récupéré. L'iode
libre a été soustrait du surnageant par une incubation de 5 min du surnageant a la température
ambiante en présence de 10 nL d’une solution d’iodure de potassium a 40 % p/v et de 40 ul
d’une solution de peroxyde d'hydrogéne a 30 %. Ensuite, 2 mL de chloroforme (CHCI;) ont
été ajoutés et le sumageant ainsi formé a été récupére et la radioactivité dosée au compteur
gamma. Pour |’ensemble des expériences, la dégradation des '"BI.HDL;, dont la valeur
contréle se situe habituellement entre 10 et 20 ng/mg de protéines cellulaires, n'a pas été

mesurée.
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Essais de liaison

Pour les essais de liaison, les cellules HepG2 ont été traitées tel qu’indiqué plus haut mais en
préscnce de S0 mM HEPES et incubées 2 h a 4 °C en présence de lipoprotéines (20 ug / mL)
radiomarquées ("**I-LDL ou —HDL,).

Recyclage de la transferrine

Les cellules HepG2 traitées ou non ont été incubées pendant 15 min & 37 °C en présence de
5ug/mL (Pulse) de Pl-transferrine puis de 125 ug/ mL de transferrine non radioactive
pour 1 h 4 37 °C (Chasse). La "I-transferrine liée a la surface cellulaire a été enlevée par
lavage (2 X | mL) avec une solution contenant 0,2 M d’acide acétique a pH 2,5 et 0,5 M de
NaCl. Pour mesurer I’internalisation de la transferrine, les cellules ont €té solubilisées dans
1,5 mL de NaOH (0,1 N). Pour déterminer la quantité de transferrine recyclée suivant la
chasse de 60 min, la radjoactivité associée a la fraction précipitable a I’acide trichloroacétique

(24%) récupérée du milieu d’essai a été dosée.

Essais d’hydrolyse et de sensibilité a la chloroquine

Les cellules, ensemencées en plaques de 6 puits de 9,4 cm’, ont été pré-incubées avec les
différents traitements puis pré-incubées une heure supplémentaire en présence ou non de
100 uM de chloroquine avant I’ajout des 3H—EC-lipoprotéines. Les cellules ont été incubées
comme pour les essais d’association puis lavées suivant le méme protocole. Les cellules ont
ensuite ét¢ délipidées par la méthode de Hara et Radin (1978) avec 2 mL d’un mélange
d’hexane / isopropanol (3 :2) puis incubées & la température ambiante pendant 1 heure. Le
surnageant a été retiré des puits et les cellules ont été lavées & nouveau avec 1 mL de cette

méme solution. Les 2 fractions ainsi prélevées ont été combinées puis évaporées a |’aide
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d’azote gazeux sous la hotte. L’extrait sec a été resuspendu dans 50 uL de chloroforme puis
déposé sur une plague de chromatographie en couche mince de 20 cm x 20 cm (gel de silice
G, Sigma) pour migrer dans une chambre a chromatographie saturée avec un mélange d’éther
de pétrole, d’éther anhydre et d'acide acétique glacial (90:10:1). Vingt uL des standards de
cholestérol (10 mg/ mL) et de cholestéryl oléate (10 mg/ mL) ont migré en paralléle. La
révélation de la migration a été réalisée dans une chambre saturée de vapeur d'iode. Les
échantilions de cholestérol libre et estérifié ont €té récupérés par grattage et leur radioactivité
doséc au compteur béta. La valeur d’association lipidique a été calculée comme étant la
somme de la radioactivité associée au cholestéro! libre et de celle associée au cholestérol
estérifié. L'efficacité d’hydrolyse a été calculée comme le rapport entre la radioactivité
associée au cholestérol libre et celle associée au cholestérol total. Ces valeurs ont été
exprimées par mg de protéines cellulaires dosées par la méthode de Lowry (1951) sur les

puits délipidés.

Surexpression transitoire de la dynamine-2 WT et de la dynamine-2**" dans les cellules
HepG2

Les cellules ont été transfectées par électroporation a ’aide du Microporator (NanoEnTek;
Hopkinton, MA) selon les instructions du fabriquant. Brievement, le jour avant [’expérience,
les cellules HepG2 en culture ont ét¢ détachées en ajoutant de la trypsinc, lavées puis
comptées. Les cellules (35 x 10%) ont ensuite été mélangées dans le tampon de resuspension
fourni avec les wvecteurs d'expression recombinants (pcDNA3.1/dyn-2K44A ou
pcDNA3 1/dyn-2WT; 2 pg ADN/ 108 cellules) puis transfectées avec une impulsion de
1200 V pendant 50 milisecondes. Les cellules ont ensuite été ensemencées sur des plagues de
12 puits (2,4 x 10° cellules / puits) contenant 1 mL de MEM sans SVF préchauffé a 37°C. Les

essais d’association ont eu lieu 24 h suivant la transfection.



Isolation des radeaux lipidiques par gradient discontinu de sucrose

Les cellules (traitées ou non; trois flacons de 75 cm?/traitement) ont été lavées deux fois avec
1Sml de PBS. Les cellules ont ensuite été resuspendues dans 2 ml d’une solution de
bicarbonate de sodium (500 mM de Na,CO;, pH 1l) puis homogénéisées sur glace a
"homogénéiseur Dounce (20 coups), puis par trois coups de 10 secondes au polytron
(Brinkman) et enfin soniquées (Branson Sonifier 250) trois fois pendant 20 secondes a 50 %
de la puissance maximale. L’homogénat a ét¢ mélangé a 2 mL d’une solution de sucrose
tamponnée a l'acide morpholinoéthanesulfonique (MBS : 85 % sucrose a pH 6,5) dans un
tube allant a l'utracentrifugeuse. Au tube ont été ajoutés 4 mL d’une solution de MBS
contenant 35 % de sucrose et 250 mM de Na,CO; puis 4 mL d’upe solution de MBS
contenant 5% de sucrose et 250 mM de Na,CO;. Le gradient a été centrifugé a 190 000 g
pendant 18 h a 4°C dans un rotor SW41 (Beckman). Par la suite, douze fractions de 1 mL ont

¢été collectées a partir du haut du gradient. Les protéines des fractions 1-12 ont été précipitées
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4 lacide trichloroacétique (21%) et resuspendues dans du NaOH 4 0,2 N contenant | % de

SDS (sodium dodécy! sulfate). La fraction 13 (culot) a été resuspendue dans 300 uL. de MBS
a pH 6,5. Cinquante pL de chacune des fractions resuspendues ont été déposés sur gel pour

un immunobuvardage de type Western.

Electrophorése sur gel de polyacrylamide contenant du SDS (SDS-PAGE) et
immunobuvardage de type western

Suivant I'isolement des membranes sur gradient discontinu de sucrose, les protéines (50 ulL
de chacune des fractions puis du culot) ont migré sur gel de polyacrylamide (12 % de
séparation; 4 % d’empilement) dans le systéme de tampons de Laemmli (1970). Les protéines
ont été transférées sur membrane de nitrocellulose selon la méthode de Burnette (1981). La
membrane a ensuite été bloquée pendant [6 h dans une solution de TBS contenant 1 % de
Tween et 5 % de lait en poudre. La membrane a été hybridée pendant | h 30 min a 37°C en
présence d'anticorps polyclonaux anti-SR-BI (IgG de lapin; 1:5000), lavée trois fois puis

hybridée avec un anticorps monoclonal anti-IgG (IgG de chévre; 1:5000) couplé a la



peroxydase de raifort pendant 1 h 30 min a 37°C. La réaction colorimétrique a été captée sur

film Kodak aprés réaction en présence du substrat chromogéne de la peroxydase.

Autres méthodes

La quantité de protéines cellulaires a été dosée par la méthode de Lowry er al. (1951) en
présence de 0,1 N de NaOH avec la BSA comme standard. Toutes les expériences ont été
réalisées en triplicat. L’analyse statistique des expériences indépendantes a été réalisée par un
test de ¢ pairé de Student lorsqu’un seul traitement a été utilisé ou par analyse de variance
(ANOVA) lors d’expériences visant a comparer I’effet de plusieurs traitements. Les résultats

ont été jugés significatifs a des valeurs de P<0,05.



CHAPITRE V: RESULTATS

Il avait déja été suggéré par nous (Rhainds et a/., 2004) et d*autres (Eckhardt e/ ¢/, 2004) que
I’activité de captation sélective de SR-BI dépende de mécanisme d’endocytose ou de
rétroendocytose. Ici, nous avons vérifié que [I’inhibition de ces mécanismes, a [aide
d’inhibiteurs connus dans la littérature pour les affecter, influence la captation sélective des
esters de cholestérol a partir des deux principales classes de lipoprotéines chez I’humain, les

LDL et les HDL. Pour ce faire, nous avons d’abord effectué¢ des essais de captation sélective
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Figure I: Effet des inhibiteurs classiques de 'endocytose sur la captation sélective des EC-LDL
et -HDL;. Les cellules HepG2 ont été pré-incubées 30 min & 37 °C avec 25 mM de NH,Cl, 0,45 M de
sucrose (choc hyperosmotique), ou la combinaison NaN; (5 mM)/2-d-désoxyglucose (50 mM) avant
d’étre incubées 4h a 37°C en présence de lipoprotéines ("*I- ou ’H-EC-LDL ou -HDL;)
radiomarquées (20 pg/mL). a: P<0,001. Les résultats (expéricnces indépendantes réalisées en
triplicat) +/- I’écart type ont ét¢ analysés par ANOVA.

en présence d’inhibiteurs classiquement employés pour inhiber la voie d’endocytose
dépendante de la clathrine, soit le chlorure d’ammonium (Sandvig er al., 1987) et le choc

hyperosmotique au sucrose (Heuser et Anderson, 1989) ainsi que la déplétion en énergie.

Comine on le voit a la Figure 1, la captation sélective des EC-LLDL dans les cellules HepG2
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est sensible au choc hyperosmotigue (réduction d’environ 65% de la valeur contréle) alors

que celle des EC-HDL; se trouve réduite par ’acidification du cytosol au NH,ClI (réduction
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Figure 2: Effet du choc hyperosmotique, de la privation en ATP, du NH,Cl et de la chlorpromazine
sur Pinternalisation et le recyclage de la '**I-transferrine et la dégradation des '“I-LDL. Les cellules
HepG2 ont été pré-incubées en présence de 25 mM de NH,Cl, 0,45 M de sucrose (choc hyperosmotique),
la combinaison NaN; (5 mM)/2-d-désoxyglucose (SO0 mM) avant d’étre incubées 15 min a4 37°C en
présence de 5 ug/mL (Pulse) de "Sl-transferrine puis de 125 pg/mL de transferrinc non radioactive pour 1 h
a 37 °C (Chasse). La '*I-transferrine liée a la surface cellulaire a été enlevée par lavage (2 X I mL) a
"acide acétique (0,2 M, pH 2.5) contenant 0,5 M de NaCl. A) Internalisation de la " eransferrine apres
15 min. B) Recyclage de la 'I-transferrine: la radioactivilé associéc a la fraction précipitable 4 I'acide
trichloroacétique (24%) récupérée du milieu d’essais aprés la chasse de 60 min a été dosée. a: P< 0,001.
Les résultats (expériences indépendantes réalisées en triplicat) -+/~ I'écart type ont été analysés par

ANOVA.



d’environ 35% de la valeur contrdle). La privation d’énergie cellulaire par le traitement des
cellules avec la combinaison NaN,/2-d-désoxyglucose n’affecte pas, elle, la captation

sélective de |’un ou 'autre des deux ligands de SR-BI.

L’efficacité des traitements a aussi ét€ testée par des essais de recyclage de la transferrine.

Les trois traitements ont montré une capacité a réduire I’internalisation sur 15 minutes de la

125 . . . . . N N
“I-transferrine (Figure 2 A) ainsi que son recyclage suivant une chasse d'une heure (Figure

2 B) et une capacité a inhiber presque totalement la dégradation des LDL (Figure 2 C).

Ces résultats indiquent que [’inhibition de synthése d’ATP n’'affecte pas la captation
sélective, suggdérant qu’elle est effectuée par un mécanisme qui n’en dépend pas. Iis indiquent
aussi qu’une ou plusieurs voies d'endocytose pourraient bien réguler la captation sélective.
Sachant que certaines drogues cationiques amphiphiles comme la chlorpromazine (CPZ), qui
inhibe ’endocytose dépendante de la clathrine (Wang ef al,, 1993), peuvent aussi inhiber
’endocytose indépendante de la clathrine (Cheng er al, 2006), nous avons ensuite testé
Peffet de la CPZ sur la captation sélective en combinaison ou non avec un traitement au

NH,Cl.

Le traitement avec la CPZ a résulté en une diminution de |’association en EC-LDL (60%
environ de la valeur contréle), effet qui potentialise celui du NH,Cl (Figure 3 A), ainsi qu’en
une diminution de I’association des '*I-LDL de I'ordre de 25%. Le traitement avec celte
drogue a montré un effet similaire sur I’association des EC-HDL; (Figure 3 B) sans toutefois
affecter [’association des IZSI‘HDLJ. De plus, le traitement des cellules a la CPZ a permis
d’inhiber d’environ 50% la captation sélective des EC-HDL;. A ce sujet, les résultats obtenus
montrent aussi un effet additif du NH4Cl et de la CPZ sur la captation sélective des EC-
HDL;, atteignant environ 25% de la valeur contrdle lorsque combinés. Tout comme le
traitement avec les inhibiteurs classiques de I’endocytose, le traitement avec la CPZ a permis,
tel qu’attendu, de réduire de fagon significative I’internalisation de la "*I_transferrine (Figure

2 A) et son recyclage (Figure 2 B) ainsi que la dégradation des LDL (Figure 2 C).
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Figure 3: Effet de la chlorpromazine et du NH,Cl sur I’association lipidique, protéique et sur la
captation sélective des EC-LDL et -HDL;. Les cellules HepG2 ont €té pré-incubées 30 min 4 37 °C
avec 25 mM de NH,ClI, 100 uM de chlorpromazine (CPZ), ou la combinaison des deux avant d’étre
incubées 4 h 4 37 °C en présence de 20 ng/mL (A) de LDL ou (B) de HDL, radiomarquées ("1 ou
3H-EC-). a: Différent du controle P<0,001; b: Différent du contrdle P<0,01; ¢ Différent du contrdle
P<0,05; * Traitements différents P<0,05; ** Traitements différents P<0,01; *** Traitements
différents P<0,001. Les résultats (expériences indépendantes réalisées en triplicat) +/- I"écart type ont
été analysés par ANOVA.
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Figure 4: Effet des inhibiteurs classiques de I’endocytose sur la liaison protéique a 4 °C des '*[-

LDL et -HDL;. Les cellules HepG2 ont été pré-incubées 30 min a 37 °C avec 25 mM de NH,CI,
045M de sucrose  (choc  hyperosmotique), la  combinaison  NaN;j (5 mM)/2-d-
désoxyglucose (50 mM), ou 100 uM de chlorpromazine (CPZ) avant d’élre incubées 2h a 4 °C en
présence de lipoprotéines (20 pg/mL) radiomarquées (**1-LDL ou ~HDL;). a: Différent du contrle
P<0,01; b: Différent du contréle P<0,05. Les résultats (expériences indépendantes réalisées en
triplicat) +/- I’écart type ont été analysés par ANOVA.

L’efficacité de la CPZ a diminuer la captation sélective des EC-LDL et —HDL; indique

qu’une vole commune aux deux ligands régule la captation sélective.

Afin de confirmer que l’effet observé des traitements sur la captation sélective dépend bien
de D’inhibition de mécanismes d’endocytose, nous avons vérific si ces traitements
n’affectaient pas la liaison des lipoprotéines & la surface cellulaire. Des essais d’association
effectués a 4°C (Figure 4) montrent qu’ils n’ont aucun effet significatif sur I’association des
"*ILHDL,. Cependant, ces traitements, a I'exception de la CPZ, réduisent de 40 a 50% la
Jiaison des '"I-LDL a la surface cellulaire et ce, de fagon hautement significative. La
diminution de la liaison des '*’I-LDL a la surface cellulaire en présence du sucrose suggére
que effet du choc hyperosmotique sur la captation sélective des EC-LDL pourrait
probablement ne pas étre causé par !’inhibition de la voie d’endocytose dépendante de la

clathrine alors que cela pourrait bien étre le cas pour la captation sélective des EC-HDL5, La
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captation sélective des EC-HDL; pourrait donc dépendre de 1’endocytose régulée par la
clathrine alors qu’on ne peut rien conclure & propos de celle des EC-LDL si ce n’est qu'elle

est sensible a la CPZ.

Etant donné qu’il a été constaté un effet de la CPZ, traditionnellement associ¢ a I’inhibition
de I’endocytose dépendante de la clathrine, sur la captation sélective des EC-LDL et -HDL;,
nous avons ensuite voulu vérifier si dans des cellules traitées au NH,Cl et a4 la CPZ les EC

des deux ligands ne verraient pas leur métabolisme perturbé.

Nous avons donc vérifié I’effet de ces traitements sur ’hydrolyse des EC-LDL et EC-HDL,
ainsi que leur sensibilité a la chloroquine. En situation normale (contrdle), S1 % des EC-LDL

totaux associés aux cellules sont hydrolysés et 85 % de ces derniers le sont dans un

Tableau II: Effet des différents traitements inhibant P’endocytose sur I’hydrolyse des EC-
LDL

Traitement CL CE Total % Sensibilitéa la
rattements (ug/mg) (ug/mg) {ug/mg)  Hydrolyse Chloroquine (%)
CTL 0,234 0,224 0,458 51
85
Chloroquine 0,010 0,122 0,132 8
NH,CI 0,025 0,129 0,154 16
44
N Clet 0,015 0,159 0,174 9
Chioroquine
Chlorpromazine 0,008 0,175 0,183 4
Chlorpromazine 0
. 0,006 0,099 0,105 5
et Chloroquine
NH(Clet 0,005 0,086 0,091 5
Chlorpromazine

Les cellules HepG2 ont été pré-incubées 30 min & 37°C en présence ou non de chloroquine puis un
30 min supplémentaire en présence de 25 mM de NH,Cl, 100 uM de CPZ -ou la combinaison des
deux avant I’ajout des *H-EC-LDL (20 ug /mL) pour 4 h. Les lipides on ensuite été extraits puis
séparés par TLC tel que décrit dans le Matériel et méthodes. Une expérience indépendante a été
réalisée en duplicata.

compartiment sensible 4 la chloroquine (Tableau II). En présence de NH4Cl ou de CPZ, la
masse d'EC-LDL hydrolysés diminue respectivement de 90 et 97 %. En ce qui concerne les

HDL, (Tableau 1), 81 % des EC hydrolysés par les cellules non-traitées I’ont été dans un
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compartiment sensible & la chloroquine, I’ajout de NH4C| et de CPZ au milieu d’essai a fait
diminuer respectivement la masse hydrolysée de 83 et 92 %. La CPZ semble donc inhiber
une ou des voie(s) conduisant a I'hydrolyse des EC. De son c6té, le NH,Cl semble empécher

le fonctionnement des lysosomes comme le fait la chloroquine.

Tableau III: Effet des différents traitements inhibant ’endocytose sur I’hydrolyse des EC-
HDL,

Traitements CL CE Total % Sensibilité a la
‘ (ng/mg) (ng/mg) (ug/mg)  Hydrolyse Chloroguine (%)
CTL 0,119 0,162 0,281 42
81
Chloroquine 0,010 0,113 0,123 8
NH,Cl 0,020 0,092 0,112 18
NH,CI 21
HyClet 0,014 0,095 0,108 13
Chloroquine
Chlorpromazine 0,010 0,103 0,113 9
. 0
Chlorpromazine et 0,067 0,077 13
Chloroquine
NH,Cl et 0,007 0,056 0,063 11

Chlorpromazine

Les cellules HepG2 ont ét€ pré-incubées 30 min a 37°C en présence ou non de chloroquine puis un
30 min supplémentaire en présence de 25 mM de NH,Cl, 100 uM de CPZ ou la combinaison dcs
deux avant Pajout des "H-EC-HDL; (20'ug / mL) pour 4 h. Les lipides on ensuite €té exltraits puis
séparés par TLC tel que décrit dans le Matériel et méthodes. Les résultats proviennent d’une
expérience indépendante réalisée en duplicata.

Avant d’exclure la possibilité que la captation sélective des EC-LDL ne dépende de
mécanisme d’endocytose et afin de caractériser davantage le mécanisme responsable de celle
des EC-HDL;, nous avons vérifié la dépendance de la captation sélective aux filaments
d’actine, lesquels sont essentiels au fonctionnement de certains mécanismes d’endocytose
(Durrbach et al., 1996). Pour y parvenir, nous avons employé la cytochalasine D (Figure 5),

un agent dépolymérisant des filaments d’actine (Goddette et Frieden, 1986).
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Figure 5: Effet de la cytochalasine D sur ’association lipidique, protéique et sur la captation
sélective des EC-LDL et EC-HDL;. Les cellules HepG2 ont été pré-incubées I h a 37 °C avec
50 uM de cytochalasine D avant l'ajout de 20ug/mL des lipoprotéines (LDL ou HDL;)
radiomarquées ('25] ou *H-EC) pendant4 h a 37 °C. a: Différent du contréle P<0,0001; b: Différent du
contrble P<0,01; c: Différent du controle P<0,05; *: Traitements différents entre-eux P<0,05. Les
résultats (expériences indépendantes réalisées en triplicat) +/- I’écart type ont été analysés par un test
de t pairé de Student.

Les résultats montrent une augmentation de la captation sélective des EC-HDL; (environ
30% de plus que la valeur contréle) en présence du traitement alors que seule une tendance a
I’augmentation de la captation sélective des EC-LDL se dessine. Tel qu’attendu, la
cytochalasine D a aussi entrainé une diminution de la dégradation des LDL (environ 40% de
moins que le contréle). Ces résultats suggerent que la captation sélective des deux ligands ne
dépend donc pas des filaments d’actine ou que les mécanismes d’endocytose requérants les

filaments d’actine régulent négativement la captation sélective.

Parmi les voies d’endocytose indépendante de la clathrine, on distingue entre autres
I’endocytose dépendante des cavéoles. Bien qu’il soit rapporté que les cellules HepG2
n’expriment que faiblement ou pas du tout la cavéoline-1 (Fujimoto ef al., 2001) de fagon
endogéne, nous avons quand méme cherché a déterminer I'importance de cette voie. La
régulation de cette derniére pouvant résulter de I’activation de protéines tyrosine kinases

(PTK) de la famille de Src via I’activation de sous-unité Py de protéines G conduisant a la
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phosphorylation de la dynamine-2 et de la cavéoline-1 (Aoki er al., 1999; Shajahan et al.,

2004), le PP2, un inhibiteur des PTK de la famille de Src a donc €té employé pour tester si
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Figure 6: Effet des inhibiteurs de protéines tyrosine kinases sur la captation sélective des LC-
LDL ou -HDL;. Les cellules HepG2 ont €€ pré-incubées | h avec 20 nM de PP2, 30 min avec
100 mM de génistéine ou une combinaison des deux traitements puis incubées 4 h a 37°C en
présence de (A) LDL ou (B) HDL (20 ug/mL) radiomarquées (**1- ou 'H-EC-). a: Différent du
contréle P<0,001; b: Différent du contréle P<0,01; c: Différent du contrdle P<0,05; *: Traitements
différents P<0,05; **: Traitements différents P<0,01; ***: Traitements diff¢rents P<0,001. Les
résultats (expériences indépendantes réalisées en triplicat) +/~ U'écart type ont élé analysés par
ANOVA.

N
o wm

cette voie était empruntée par le SR-BI lors de la captation sélective. Le traitement des

cellules HepG2 a ’aide du PP2 n'a eu aucun effet sur la captation sélective des EC-LDL
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Figure 7: Effet des inhibiteurs de protéines tyrosine kinases sur [P’association lipidique,
protéique et sur la captation sélective des EC-LDL ¢t ~-HDL; dans des cellules surexprimant la
cavéoline 1. Les cellules surexprimant la cavéoline 1 (Cavl3) ont été (raitées 1 h avec 20 nM de PP2,
30 min avec 100 mM de génistéine ou une combinaison des deux traitemenls puis incubées 4 h i
37°C en présence de LDL (A) ou HDL (B) (20 pug/mL) radiomarquées ("®1- ou *H-EC). a: Différent
du contrdle P<0,001; b: Différent du contréle P<0,01; ¢: Différent du contréle P<0,05; *: Traitements
différents P<0,05; **: Traitements différents P<0,01; ***: Traitements différents P<0,001. Les
résultats (expériences indépendantes réalisées en triplicat) +/- I'écart type onf ¢té analysés par
ANOVA.

(Figure 6 A) ni sur celle des EC-HDL; (Figure 6 B). Comme dans certains modéles
cellulaires, 1l est possible de distinguer d’autres voies d’endocylose indépendante de la
clathrine de celle dépendante des cavéoles (Cheng et al., 2006) par leur sensibilité¢ a la
phosphorylation de certaines protéines, nous avons employ€ la génistéine, un inhibiteur plus

général des PTK. Le traitement a la génistéine a résult€ en une diminution d’environ 25% de

la captation sélective des EC-LDL (Figure 6 A) et des EC-HDL; (Figure 6 B). Les résultats



montrent qu’en plus de son effet sur la captation sélective des EC-LDL, la génistéine a
provoqué une légére diminution (environ 25%) de la dégradation des LDL et qu'elle

potentialise I’effet du PP2 sur la dégradation des LDL.

De fagon a exclure complétement I’implication d’une voie régulée par les cavéoles dans la
captation sélective, nous avons ensuite employé des cellules HepG2 surexprimant la
cavéoline-1 (cellules Cavl3) avant de les traiter avec le PP2 ou la génistéine. La
surexpression de cavéoline-1 n’a pas changé la sensibilité a la génistéine de la captation
sélective des EC-LDL (Figure 7 A) ou des EC-HDL; (Figure 7 B). De plus, les cellules
Cav13 ne se sont pas révélées étre plus sensibles que les cellules HepG2 aux effets du PP2 en

ce qui concerne 1’association lipidique, protéique ou la captation sélective des deux ligands.

Comme certains (Aoki es al., 1999) ont aussi montré que I’inhibition des phosphatases
cellulaires résultait en une inhibition de ’endocytose dépendante des cavéoles ainsi qu’en
une réduction du nombre de vésicules marquées par la présence de cavéoline-1, nous avons
traité des cellules HepG2 avec du pervanadate. Le traitement au pervanadate a résulté en une
diminution de I’association protéique (diminution d’environ 40%) et de la dégradation
(environ 35% du contrdle) des LDL ainsi qu’en une augmentation de ’ordre de 60% de la
captation sélective des EC-LDL (Figure 8 A). Le pervanadate semble donc avoir bloqué en
partie I’activité du rLDL, redistribuant ainsi les EC vers le SR-BI. Bien qu'aucune diftérence
significative n’ait été obtenue lors des essais de captation sélective d’EC-HDL; en présence
de pervanadate (Figure 8 B), on remarque tout de méme une tendance a ’augmentation de

I’association lipidique, protéique et de la captation sélective pour ce ligand.
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Figure 8: Effet du pervanadate de sodium sur Vassociation lipidique, protéique et sur la
captation sélective des EC-LDL et —HDL,. Les cellules HepG2 ont ¢té pré-incubées 30 min en
présence de 50 uM de pervanadate de sodium avant d’étre incubées 4 h a 37°C en présence de
20 pg/mL de LDL (A) ou HDL; (B) radiomarquées ('**I- ou *H-EC). a: Différent du controle
P<0,005; b: Différent du conlréle P<0,05. Les résultats (expériences indépendantes (n=4) réalisées en
triplicat) +/- I’écart type ont été analysés par un test de ( pairé de Student.

Les voies d’endocytose indépendante de la clathrine peuvent étre davantage distinguées
entre-elles sur la base de leur dépendance ou non a l'activité de la dynamine ainsi que de
petites GTPases de la famille de Rho (Mayor et Pagano, 2007). De fagon a caractériser
davantage la voie d’endocytose semblant étre rcsponsable de la captation sélective, nous

avons traité ensuite les cellules HepG2 avee un inhibiteur pharmacologique de la dynamine,

le dynasore (Macia et al., 2006).



L’inhibition de la dynamine-2 n’a eu aucun effet sur [’association lipidique ou protéique des
LDL ainst que sur la captation sélective des EC-LDL (Figure 9 A) bien qu’on note une
diminution trés importante de la dégradation de ces derniéres (plus de 80% de diminution par
rapport au contréle). Les résultats indiquent cependant une tendance & I’augmentation de la

captation sélective des EC-LDL en présence de dynasore. Ceci suggére que la voie
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Figure 9: Effet du dynasere sur Passociation lipidique, protéique et sur la captation sélective des
EC-LDL et —-HDL;. Les cellules HepG2 ont été pré-incubées 30 min en présence de 400 uM de
dynasore avant d’étre incubées 4 h 4 37°C en présence de 20 pg/mL de LDL (A) ou HDL; (B)
radiomarquées ("®I- ou *H-EC). a: P<0,0005; b: P<0,05. Les résultats (expériences indépendantes
{n=5) réalisées en triplicat) +/- I’écart type ont ét¢ analysés par un test de t pairé de Student.



56

empruntée est négativement régulée par la Dyn-2. En ce qui concerne 1’effet du dynasore sur
les HDL;, les résultats (Figure 9 B) montrent une augmentation significative de ['association
lipidique et de la captation sélective (toutes deux de 'ordre de 25%). Ces augmentations

suggérent qu'un effet semblable pourrait étre observé dans des cellules surexprimant un
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Figure 10: Effet du dynasore sur I’internalisation et le recyclage de la '**I-transferrine. Les
cellules HepG2 ont été pré-incubées 30 min en présence de 400 1M de dynasore avant d’étre incubées
15 min a 37°C en présence de 5 ug/mL (Pulse) de '*’I-transferrine puis de 125 ug/mL de transferrine
froide pour 1 h 4 37°C (Chasse). La transferrine liée a la surface cellulairc a été enlevée par lavage
(2 X 1 mL) a P'acide acétique (0,2 M pH 2,5) contenant 0,5 M de NaCl. (A) Internalisation de la 13y,
transferrine aprés 15 min. (B) Recyclage de la transferrine: la fraction précipitable a I'acide
trichloroacétique (24 %) récupérée du milieu d’essais aprés la Chasse de 60 min a été dosée.
a: P<0,0001. Les résultats (expériences indépendantes (n=4) réalisées en triplicat) +/- I'écart type ont
¢té analysés par un test de t pairé de Student.

mutant 3 effet dominant négatif de la Dyn-2 (Dyn2K44A).

Tel qu’attendu, le dynasore a réduit ’internalisation de la "’I_transferrine (Figure 10 A)

ainsi que son recyclage (Figure 10 B) démontrant son efficacité.
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Pour confirmer I'indépendance a la dynamine suggérée ou la régulation négative par lu Dyn-2
de la voie empruntée, des essais de captation sélective ont aussi ét€ effectués sur des cellules
HepG?2 transfectées avec des vecteurs contenant I’ADNc de la dynamine-2 (Dyn2-WT) ou
d’un mutant a effet dominant négatif de cette protéine (Dyn2***"). Les cellules surexprimant
la Dyn2-WT ne se comportent pas de fagon significativement différente en comparaison de
cellules non-transfectées que ce soit a I'égard des LDL (Figure 11 A) ou des HDL; (Figure
11 B). D’expression de la dynamine—zK44A tout cornme le traitement des cellules au dynasore
n’a pas affecté de fagon significative I’association lipidique, protéique ou la captation

sélective des LDL (Figure 11 A). Etonnamment, I’expression de ce mutant n’a pas reduit la
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Figure 11: Effet de Iexpression de la dynamine-2 mutante (Dyn2"**"y dans les cellules HepG2 sur

I’association lipidique, protéique et sur la captation sélective des EC-LDL et —HDL;. Les cellules
HepG?2 ont été transfectées par électroporation a P'aide des vecteurs contenant I’ADNc de la dynamine-2
(Dyn2-WT; Contrdle) ou d’un mutant a effet dominant négatif de cette protéine (Dyn2""**) 24 h avan
I’essai d’association. Les cellules ont ensuite été incubées 4 h a 37°C en présence de 20 pg/mL de LDL (A)
ou HDL, (B) radiomarquées (1= ou *H-EC-). a: P<0,05. Les résultats (expériences indépendantes (n=3)
réalisées en triplicat) +/- I’écart type ont été analysés par un test de t pairé de Student.

dégradation des LDL. Contrairement & ce qui €tait observé chez les cellules traitées au

K44A . [
2 ont uniquement vu leur association

dynasore, les cellules exprimant la dynamine-
protéique ('"®I-HDL;) augmenter par rapport aux cellules surexprimant la dynamine 2 de type
sauvage (Figure 11 B). Ceci suggere une indépendance a I’activité de Ja dynamine lors de la

captation sélective des EC-HDL; et des EC-LDL. Cependant, I’absence de diminution



significative de la dégradation des LDL suggére plutdt que le mutant est trop faiblement

exprimé ou inefficace.
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Figure 12: Effet de la toxine B de C. difficile sur I’association lipidique, protéique et sur la
captation sélective des EC-LDL et -HDL;. Les cellules HepG2 ont €t€ pré-incubées 2 h 4 37°C en
présence 100 ng/mL de la toxine B de C. difficile avant d’étre incubées 4 h @ 37°C en présence de
20 pg/mL de LDL (A) ou HDL; (B) radiomarquées ('*I- ou H-EC-). a: Différent du contrdle
P<0,005; b: Différent du contrdle P<0,05. Les résultats (expcriences indépendantes (n=6) réalisées en
triplicat) +/- I’écart type ont ¢té analysés parun test de ( pairé de Sludent.

Etant donné que les voies d’endocytose indépendante de la clathrine régulée par la dynamine
peuvent étre aussi régulée par RhoA, 'importance des GTPases de la famille de Rho telles

que RhoA et Cdc42 a ensuite été testée par I'ajout au milieu d’essai de la sous-unité B de la
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toxine de C. difficile (CDTxB), un inhibiteur qui maintient ces derniéres dans leur état inactif
par glycosylation de leur site actif (Just ef al., 1995). La perturbation des mécanismes régulés
par les protéines de la famille de Rho a augmenté de facon significative I’association
lipidique, protéique et la captation sélective des LDL (Figure 12 A) d’environ 30% par
rapport au contrle. La CDTxB a aussi eu comme effet d’augmenter la dégradation de LDL
(un peu plus de 30% d’augmentation). A 'instar de ce qui a été observé avec les LDL, les
cellules HepG2 incubées en présence de cette toxine ont aussi vu augmenter leur association
lipidique, protéique et leur captation sélective d’EC-HDL; (Figure 12 B) d’environ 25%. La
tendance a I’augmentation observée pour ces deux ligands en présence de dynasore semble se
maintenir en présence de la Toxine B; la captation sélective des deux ligands serait donc
indépendante des protéines de la famille de Rho ou régulée négativement par lcur activité,

plus particuliérement par RhoA.

Les voies d’endocytose indépendante de la clathrine peuvent aussi étre classées selon leur
dépendance a certains constituants lipidiques de la membrane plasmique (Cheng et al., 2006).
C’est pourquoi nous avons vérifié si 'inhibition de la synthése de (glyco)sphingolipidcs,
d’importants constituants des radeaux lipidiques, détient une influence sur la captation
sélective. Pour se faire, nous avons incubé des cellules HepG2 pendant 24 h en présence de
myriocine, un inhibiteur de la sérine-palmitoyl transférase (Figure 13), ’enzyme formant le
premier précurseur des glycosphingolipides et des sphingolipides, soit le céramide. Les
résultats montrent que 1'association lipidique ainsi que la captation sélective des LDL et
HDL; ne différent pas (ou peu) chez les cellules ainst traitées en comparaison de cellulcs
contrdles (Figure 14). Cependant, la myriocine a diminué 1’association protéique des LDL et
a réduit de facon significative la dégradation des LDL, suggérant que ’internalisation du

rLDL dépend d’un produit de la voie de biosynthése des sphingolipides.
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Figure 13: Voie de synthése des (glyco)sphingolipides. Adaptée de Cheng et al., 2006.
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Figure 14: Effet de la myriocine sur I’association lipidique, protéique et sur la captation
sélective des EC-LDL et —-HDL;. Les cellules HepG2 ont été pré-incubées 24 h dans du MEM
contenant 1 % de FBS et 10 uM de myriocine. Les cellules ont ensuite été incubces 4 h a 37°C en
présence de 20 pg/mL de lipoproléines radiomarquées ('*'1- ou *H-). a: P<0,05. Les résultats
(expériences indépendantes (n=5) réalisées en Iriplicat) +/- ’écart type ont €té analysés par un test de
t pairé de Student.

L’incubation des cellules avec un second inhibiteur de la synthése de ces lipides, la
fumonisine By (FB,), qui inhibe la céramide glucosyltransférase, a conduit aux mémes
résultats (Figure 15) en ce qui a trait a la captation sélective des EC-LDL et EC-HDL;. Nous
avons donc utilisé ensuite un inhibiteur spécifique d? la synthése de glycosphingolipidcs
uniquement, le NB-DGJ. Aprés 48h en présence de cé produit, les cellules HepG2 ont vu
demeurer inchangée leur capacité a effectucr la captation sélective des EC-HDL, par rapport

a des cellules non traitées (Figure 15).
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Figure 15: Effet du FB, et NB-DGJ sur la captation sélective des LDL et HDL;. Les cellules
HepG2 ont été pré-incubées 24 h dans du MEM contenant | % de FBS et 10 «M de myriocine ou
48 h dans du MEM contenant | % de FBS et 100 uM de NB-DGJ ou 20 pg/mL de FB,. Les cellules
ont ensuite été incubées 4 h 4 37°C en présence de 20 pg/mL de lipoproléines (LDL ou HDL;)
radiomarquées ("**1- ou 3H—). Les résultats (expériences indépendantes réalisées en triplicat) +/-
I’écarl type ont été analysés par ANOVA

Tout comme la composition membranaire importe dans les mécanismes d’endocytose, la
localisation de SR-BI dans ou hors des radeaux lipidiques est aussi un facteur d’imporlance
dans son activité a 'endroit des LDL et HDL;. En effet, Rhainds er al. (2004) ont montré
qu'un traitement des cellules a la SMase affectait la captation sélective a partir des LDL alors
qu’un traitement a la P-cyclodextrine I'augmentait a partir de ces deux 2 ligands. Nous avons
donc d’abord tenté de vérifier par fractionnement sur gradient de sucrose discontinu si la
perturbation des radeaux lipidiques résulte en un déplacement du SR-BI vers ou hors des
fractions membranaires de faible densité, c’est-a-dire les fractions 4 et 5. La Figure 16
montre que le traitement des cellules HepG2 avec de la sphingomyélinase (SMase) semble
avoir déplacé le SR-BI vers les fractions 3 et 4 (fractions de faible densité) alors que la
séquestration du cholestérol membranaire a ’aide de la méthyl-B-cyclodextrine a provoqué

son déplacement vers les fractions 8 a 10 (fraction de haute densité).
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Figure 16: Effet de la chlorpromazine, de la méthyl-B-cyclodextrine et de la sphingomyélinase
(SMase) sur la localisation membranaire du SR-BI. Les cellules HepG2 ont €1é pré-incubées 30 min
a 37°C avec la chlorpromazine (CPZ) ou la mthyl-B-cyclodextrine ou | h avec la sphingomyéhinase
(SMase) puis fractionnées sur un gradient discontinu (5-40 %) de sucrose tel que décrit dans le
Matériel et méthodes. Les protéines (50 nL des fractions | 4 12 puis du culot) ont été séparées sur gel
de polyacrylamide dénaturant (SDS-PAGE) puis le SR-Bl a été révélé par Western Blot. n=1.

Nous avons ensuite fractionné par la méme méthode des cellules traitées avec du NH,Cl, de
la CPZ, la combinaison NH4Cl et CPZ, de la cytochalasine D ou de la génistéine (Figure 17)
ainsi qu’avec la privation en ATP (Figure 18). Les résultats indiquent que les traitements qui
avaient diminué la captation sélective des EC-HDL; : soit le NH4Cl, la CPZ et la génistéine
ont tendance a concentrer le SR-BI dans les fractions 3 a 5 alors que la cytochalasine D
(Figure 17) et la sous-unité B de la toxine de C. difficile (Figure 19), qui augmentaient la
captation sélective des EC-LDL et EC-HDL;, ne [’ont pas déplacé. Le traitement n’affectant
pas la captation sélective, soit la privation en ATP (Figure 18), n’a pas non plus déplacé le
SR-BI. Les résultats montrent aussi des bandes de plus grand poids moléculaire {environ 160
kDa) attribuables a la présence de diméres de SR-BI dans les fractions 4 et 5 de la plupart des

traitements.
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Figure 17: Effet des différents inhibiteurs d’endocytose sur la localisation membranaire de SR-
BI. Les cellules HepG2 ont été pré-incubées 30 min 4 37°C en présence de 25 mM de NH,Cl, 100 uM
de CPZ ou une combinaison des deux, ou 100 uM de cytochalasine D ou 100 uM de génistéine puis
fractionnées sur un gradient discontinu (5-40 %) de sucrose tel que décrit dans lc Matériel et méthodes.
Les protéines (SO uL des 12 fractions obtenues puis du culot) ont éié séparées sur gel de
polyacrylamide dénaturant (SDS-PAGE) puis le SR-BI a €té révélé par Western Blot. n=1.
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Figure 18: Effet de la déplétion en énergie sur la localisation membranaire du SR-BI. Les
cellules HepG2 ont été pré-incubées 30 min a 37°C avec la combinaison NaN; (5 mM)/2-d-
désoxyglucose (50 mM) puis fractionnées sur un gradient discontinu (5-40 %) de sucrose tel que décrit
dans le Matériel et méthodes. Les protéines (50 uL des fractions | & 12 puis du culot) ont été séparées
sur gel de polyacrylamide dénaturant (SDS-PAGE) puis le SR-BI a été révélé par Western Blot. n=1

Pour vérifier si I’augmentation de captation sélective observée suite & I’inhibition de I’activité
des protéines de la famille de Rho €tait aussi attribuable a un effet sur la localisation
membranaire de SR-BI, nous avons aussi déterminé sa localisation suite au traitement des
cellules avec la sous-unité B de C. difficile (Figure 19). Aprés fractionnement sur gradient
discontinu de sucrose, les SR-BI ne se trouvent pas déplacé dans les cellules traitées avec la
sous-unité B de la toxine de C. difficile par rapport a sa localisation dans les cellules
contréles. Il semble toutefois légérement plus concentré dans les fractions de plus faibles

densités (4 et 5).
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Figure 19: Effet de la toxine B de C difficile sur la localisation membranaire de SR-BI1. Le
cellules HepG2 ont €té pré-incubées 2 h a 37°C avec 100 ng/mL de la toxine B de C difficile puis
fractionnées sur un gradient discontinu (5-40 %) de sucrose tel que décrit dans le Matériel et méthodes.
Les protéines (50 uL des fractions 1 & 12 puis du culot) ont €t¢ séparées sur gel de polyacrylamide
dénaturant (SDS-PAGE) puis le SR-BI a été révélé par Western Blot. n=1.



CHAPITRE VI: DISCUSSION

Nous avons d’abord tenté de vérifier si des mécanismes d’endocytose pouvaient étre

responsables de la captation sélective via le SR-Bl. Le Tableau IV récapitule la sensibilité

des deux ligands aux différents traitements. Certains inhibiteurs classiques de Pendocytose

(NH,C], choc hyperosmotique) ont permis d’inhiber la captation sélective a partir des HDL;.

Tableau 1V: Récapitulatif de ’effet des inhibiteurs de I’endocytose.

LOCALISATION

. CAPTATION CAPTATION
S DEEEQE?}?ON SELECTIVEDES ~ SELECTIVE DES DfEii;\I:)]Ei‘:‘/\\ib
AITEMES EC-LDL EC-HDL; LIPIDIQUES
Sucrose N/ N? - -
Privation d’ATP ¥ - - v
NH,CI 37 - W Oui
CPZ v v N2 Oui
NH,C1+CPZ ¥ ¥ Y Oui
Cytochalasine D Vv - 6\ Oui
Génistéine N7 v ¥ Outi
PP2 - - - NV
" Pervanadate ¥ 7 - NV
Dynasore v - A NV
Dyn2-K44A - - - NV
Toxine B de C.
difficile 0 0 *
Myriocine ¥ - - NV
NB-DGJ - - - NV
FB, - - - NV
SMase NV NV NV Oui
MB-CD NV NV NV Oui
Légende: ¥ : diminution; A : augmentation; - : aucun effet; NV : non vérifié; la notation «ouin

indique la présence du SR-B! dans les {ractions de faibles densités.

Leur effet sur la liaison des LDL a la surface cellulaire ne nous permel cependant pas

d’affirmer que ces derniers affectent la captation sélective des EC-LDL. I ressort cependant

que la captation sélective des deux ligands est rcalisée par un processus indépendant de

PATP; le traitement avec la combinaison NaN;/2-D-désoxyglucose n’affectant pas la

captation sélective. Subséquemment, nous avons observé un elfet de la CPZ sur la captation

sélective de ces deux ligands sans qu’elle ne réduise, elle, la liaison de I'un ou I"autre.



Conséquemment, il est possible d’affirmer que la captation sélective a partir des LDL et
HDL; est permise par un ou plusieurs mécanisme(s) d’endocytose. De plus, puisque les deux
ligands se comportent différemment suite aux traitements d’inhibition classique, mais de
fagon semblable en présence de CPZ, nous concluons que 'endocytose pourrait se faire par
des processus distincts, mais que ces voies convergent é€ventuellement. Les résultats
préliminaires d’hydrolyse en présence de CPZ appuient I'idée d'une convergence des deux
voies, puisque cette dernitre est aussi efficace que la chloroquine et le NH4Cl pour inhiber
I’hydrolyse acide des EC. La sensibilité a la CPZ suggére aussi l'existence d’une voie
d’endocytose ne dépendant pas de la clathrine pour réguler la captation sélective. Nous y

reviendrons.

Etant donné qu’il était impossible & ce stade de se prononcer sur ’existence d’une voie
propre aux LDL, nous avons ensuite cherché a déterminer s’il existait réellement plus d’une
voie d’endocytose régulant lactivité de captation sélective de SR-BIL. Pour caractériser
davantage ce ou ces mécanismes, nous avons traité les cellules & la cytochalasine D. Il est en
effet rapporté dans la littérature que les voies d’endocytose, qu’elles dépendent ou non de la
clathrine, ont besoin des filaments d’actine pour se dérouler normalement (Durrbach er al.,
1996). Les augmentations de captation sélective obtenues en présence de cytochalasine D,
pour les deux ligands, suggérent deux choses: 1) un renforcement de l'argumentation en
faveur d’une voie commune pour la captation sélective des LDL et HDL3; 2) une régulation

négative de la captation sélective par un mécanisme d’endocytose.

A premiére vue, I’ensemble de ces résultats concernant les HDL; contredit en partie certaines
études récentes. En effet, contrairement a ce qui a été montré dans la plus récentc et compléte
de ces études (Zhang ef al., 2007), nous observons que la privation en énergic cellulaire par le
traitement avec la combinaison NaNs/2-D-désoxyglucose ne réduit pas ’association en EC-
HDL,, malgré une légére bajsse non significative. Dans cefte méme étude, les auteurs
remarquent une diminution de l’association lipidique en provenance des HDL suite a un
traitement hypertonique au sucrose ou a la cytochalasine D. Nous montrons ici un effet

similaire suivant le traitement au NH4Cl el une tendance dans le méme sens suivant le choc
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hyperosmotique ainsi qu’une augmentation de l'association en EC-HDL; suivant lc
traitement & la cytochalasine D. Plusieurs raisons peuvent expliquer cette divergence d’avec
Iétude menée par Zhang er al. En effet, le modele expérimental de cette derniére différe du
nétre de plusieurs fagons: 1) Un autre type cellulaire, les cellules d’ovaire de hamster chinois
(CHO) déficientes en rLDL ont été utilisées; 2) les cellules utilisées ont été transfectées pour
surexprimer le SR-BI; 3) les valeurs d’association obtenues résultent d’essais cffectués sur 2
heures plutdt que sur quatre; 4) I’association lipidique représente des valeurs d’association
d’un traceur fluorescent des lipides (le Dil), similaire aux phospholipides et non aux esters de
cholestérol et 5) il n’est pas précisé quelle sous-classe de HDL est utilisée, ce qui complique
I'interprétation qu’on doit faire de ces résultats. Néanmoins, I'effet du NH4Cl sur la captation
sélective des EC-HDL; observé ici, et possiblement celui de la CPZ, indique qu’une voie
dépendante de la clathrine régulant I’activité du SR-BI n’est pas a exclure. Notons qu’une
analyse générale des résultats de I’étude menée par Zhang ef al. (2007) permet d’arriver aux
mémes conclusions: ’existence d’une régulation par voie dépendante de la clathrine lors de
I'internalisation des EC-HDL. Nous ne sommes pas les seuls a présumer de la dépendance a
la clathrine lors de I’internalisation des HDL via les SR-B. En effet, sur I'unique base d’une
sensibilité & la privation en potassium, certains ont affirmé (Eckhardt er a/., 2006) que dans
des cellules CHO I’endocytose de HDL; via le SR-BII murin était dépendante de la clathrine.
Aucune de ces études — la ndtre ne fait pas exception — n’a cependant investigué en
profondeur le véle réel de la clathrine dans I’endocytose des SR-B. L’emploi d’un petit ARN
interférant ciblant la chaine lourde de la clathrine pourrait permettre d’éclaircir ce réle. Nous
y reviendrons plus loin. Concernant 1'effet des inhibiteurs classiques de I'endocytose sur la
captation sélective de EC-LDL, nous ne pouvons toujours pas déterminer si elle dépend
d’une inhibition de I’endocytose ou d’une diminution de la liaison des LDL & la surface

cellulaire.

Etant donné qu’il avait déja été montré par nous que la surexpression de Cav-1 dans les
cellules HepG2 conduisait a une diminution de la captation sélective des EC-LDL et une
augmentation de celle a partir des HDL; (Truong ef a/., 2006), nous avons testé la possibilité
que la captation sélective se produise par endocytose via un cavéosome. L’emploi

d’inhibiteur de cette voie, le PP2, n’a pas affecté la captation sélective des deux ligands alors
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gu’un inhibiteur plus général de PTK, la génistéine, a provoqué une diminution significative
dans les deux cas. Les résultats négatifs obtenus avec les cellules surexprimant ta Cav-|
(Cavl3) en présence de ces mémes inhibiteurs confirment que la voie cavéolaire est
définitivement a exclure. L’effet de la génistéine suggére cependant qu’une voie
d’endocytose indépendante de la clathrine pourrait réguler la captation sélective des EC-LDL
et EC-HDL;. Cependant, nous observons aussi une inhibition de la dégradation des LDL en
présence de génistéine et cet effet est potentialisé par I’ajout dc PP2. Ceci indique que
’endocytose dépendante de la clathrine ne peut toujours pas étre exclue pour expliquer la

captation sélective d’un ou ["autre des deux ligands.

Puisque nous suggérons 'existence de plus d’une voie d’endocytose régulant la captation
sélective des LDL et HDL;, nous avons ensuite voulu caractériser ces mécanismes sur la base
de leur dépendance 4 la Dyn-2, une GTPase essentielle & ’endocytose dépendante de la

clathrine et a celle régulée par RhoA. Nous avons donc testé 'effet du dynasore, un inhibiteur
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pharmacologique de la Dyn-2, pour trouver qu’il augmentait de fagon significative Ja

captation sélective des HDL;, mais pas cclle des LDL, bien qu’une tendance a I’'augmentation
puisse étre observée. De concert avec les résultats de captation sélective obtenus suite aux
traitements & la CPZ et inhibiteurs classiques de 1'endocytose, ceci permet d’affirmer que le
SR-BI se comporte réellement de fagon différente face aux LDL et HDL;: la captation
sélective des premiéres se faisant probablement par un mécanisme indépendant de la

clathrine, les secondes, |’inverse.

Jusqu’ici, nous avons traité¢ la CPZ, a notre convenance, & la fois pour appuyer nos résultats
en faveur d’une captation sélective régulée par une voie dépendante de la clathrine dans le
cas des EC-HDL; et en faveur d’une voie indépendante de la clathrine dans le cas des EC-
LDL. Puisque la CPZ est typiquement associée a I’inhibition de I'endocytose dépendante de
la clathrine, il est important de préciser notre raisonnement. Notons d'abord que notre
présomption de I’effet de la CPZ sur 1'endocytose indépendante de la clathrine repose sur
plusieurs observations. En effet, dans un important article concernant les voies d’endocytose

indépendantes de la clathrine (Cheng er al, 2006), on remarque que la CPZ réduit




I'internalisation du récepteur a 'interleukine-2 d'environ 35%. De plus, il est connu que la
CPZ modifie la composition membranaire en s’intercalant entre les lipides de la portion
interne de la bi-couche (Sheetz et Singer, 1974) provoquant ainst la formation d’invagination
de la membrane cellulaire. Il a aussi été montré que les drogues cationiques amphiphiles
(comme la CPZ) lorsque employées a des ratios drogue:lipide élevés se comportent comme
des détergents et perturbent I’intégrité membranaire (King es al., 1989). Aussi, une étude
physico-chimique menée récemment (Tessier ef al., 2008) par diffraction de rayons X sur des
membranes synthétiques montre que la CPZ provoque un changement de la phase liquide
ordonnée (L,) des domaines riches en PC, SM et cholestérol vers la phase désordonnée (Lg)
réduisant ainsi I’hétérogénéité des domaines membranaires. Les expéricnces préliminaires de
fractionnement sur gradient discontinu de sucrose effectuées ici suggérent que les traitements
affectant la composition membranaire comme la SMase pourraient déplacer le SR-BI vers les
fractions de faible densité, ce qui est aussi montré pour la CPZ, concordant ainsi avec la
littérature. Il peut paraitre contradictoire que les traitements favorisant la transition de la
phase L, vers la phase Ly produisent un enrichissement des radeaux lipidiques en SR-BI.
Cependant, U'exixtense de différents microdomaines 4 la membrane pourrait expliquer ce
phénomeéne. En en altérant un type on favoriserait la localisation du SR-BI dans un autre.
Slimane et al., 2003 ont d’ailleurs montré ce phénomene dans des cellules HepG2 soumise a
un traitement provoquant la déplétion en cholestérol membranaire. En effet, ce traitement a
provoqué une augmentation de la solubilité au Triton X-100 sans modifier la localisation
apicale d'une protéine a ancrage de GPI alors qu’il produisait en méme temps la
relocalisation basolatéralc d’une autrc protéinc. La solubilit¢ au Lubrol WX, un autre
détergent, demeurait cependant inchangée. La cohérence entre-eux des résultats obtenus ici
invite, d'une part, a refaire ces expériences de fractionnement et a quantifier ce qui semble
étre un déplacement. Ce sont en effet des expériences qui n'ont pas été€ réalisées plus d’une
fois. Les résultats invitent, d’autre part, a vérifier par microscopie & fluorescence la
Iocalisation du SR-BI suivant ces différents traitements ou encore a tester la solubilité du SR-
BI a différents types de détergent. Ceci-dit, il est clair que la CPZ dispose de plusieurs modes
d’action et ne devrait pas étre utilisée pour déduire d’une seule dépendance a la clathrine.
Ainsi, bien qu’il faudrait approfondir notre connaissance des cffets de la CPZ dans notre

systéme, nous demeurons convaincus que notre analyse est valide et que cette drogue peut
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inhiber plus d’un type d’endocytose. Les résultats pourraient donc trés bien indiquer que la
CPZ agit comme un inhibiteur de J’endocytose dépendante de la clathrine pour les HDL;,
mais pas pour les LDL. Nous ne pouvons cependant passer sous silence |’existence d’effets
de la CPZ indépendants de I'endocylose ou de la composition membranaire et qui sont
rapportés dans la littérature. D’abord, appuyant notre analyse, Wang et af. (1993) ont constaté
que cette drogue empéchait dans des fibroblastes la formation du puits tapissé de clathrine
tout en promouvant son assemblage au niveau des membranes endosomales, appuyant
Phypothese d’une altération du trafic de la voie dépendante de la clathrine. I existe aussi des
effets secondaires a la CPZ. Ainsi, une étude (Ferng et al., 2006) a montré que dans une
lignée de cellules gliales, la CPZ (ainsi que d’autre composés psychotropes) employée a de
faibles concentrations (0 & 25 uM) provoquait le clivage de SREBP2 et conduisait a
I’expression de génes liés a la lipogenése notamment 'HMGCoAred et le rLDL. A des
concentrations supérieures (100 uM), Adams et a/. (2003) ont montré, qu’a la fagon du
cholestérol, la CPZ induisait chez la protéine SCAP le changement de conformation
nécessaire pour induire une rétention de SREBP dans le RE. La diminution de captation
sélective que nous observons ict pourrait donc aussi étre le résultat d’une régulation indirecte
de métabolisme du cholestérol compensant pour le mimétisme de la CPZ, mais il n’cst
cependant pas envisageable qu’un effet transcriptionnel dec la CPZ soit observé en seulement
4 heures. Puisqu’il a été montré par microscopie a tluorescence que la CPZ provoquait aussi
dans les fibroblastes une redistribution du rLDL vers Iintérieur de la cellule (Wang er al.,
1993) et que nous avons précédemment montré que dans les cellules HepG2 on localisait la
chaine lourde de clathrine (Rhainds et al.,, 2004) et le rLDL (Truong et al., 2006) dans les
fractions de faible densité, il nous faudrait vérifier la localisation membranaire de ces deux
protéines suite au traitement a la CPZ et, advenant une modification, ’implication de ces
derniéres lors de la captation sélective. 1l ne serait pas surprenant de montrer que la voic
d’endocytose dépendante de la clathrine puisse aussi étre dépendante des radeaux lipidiques
dans les cellules HepG2. Ceci pourrait expliquer pourquoi la captation sélective est sensible a
des traitements communs pour les EC-LDL et EC-HDL;. Nous rappelons que nous avons
précédemment montré (Rhainds er al., 2004) que la perturbation des radeaux lipidiques
diminuait la dégradation des LDL, ce qui est aussi rapporté ici, bien que de fagon

préliminaire, avec la CPZ et la myriocine. Aussi, nous avons montré que la captation
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sélective des deux ligands était sensible a la génistéine et donc a Pactivité des PTK. Dans
plusieurs modéles cellulaires (CHO et Hela) cet effet est considéré comme un signe ‘de la
dépendance a une voie dépendante des radeaux lipidiques. Le traitement a la génistéine a
aussi réduit fa dégradation des LDL et semble avoir déplacé une fraction de SR-BI dans les
fractions de faible densité, renforgant I’hypothése d’une sensibilité commune des voies

dépendantes et indépendantes de la clathrine dans notre modéle.

Les LDL pourraient donc étre internalisées par un mécanisme dépendant des radeaux
lipidiques, mais non de la clathrine, mais nous considérons qu’il est essentiel d’approfondir
nos connaissances de I’implication de la clathrine avant de conclure. L’effet d’un petit ARN
interférant (siRNA) ciblant la chaine lourde de clathrine ou de la transfection des cellules
HepG2 avec un dominant négatif d’EPS15 sur la captation sélective a partir des deux ligands
permettrait de confirmer que la clathrine est essentielle pour ta CS des EC-HDL et non pour

celles des EC-LDL.

De plus, il est aussi essentiel de préciser le role de la dynamine dans la captation sélective,
car nous presentons ici des résultats qui ne semblent pas cohérents les uns avec les autres en
ce qui concerne le role de cette GTPase. En effet, si le dynasore a montré une tendance a
I"augmentation de la captation sélective des EC-LDL, I’expression de la dynamine-2***,
semble indiquer une tendance a la diminution. De plus, ces deux moyens de vérifier
’implication de la dynamine dans la captation sélective des HDL; conduisent & des résultats
contradictoires. En effet, le dynasore a promu la captation sélective via une augmentation de
[’association lipidique aux dépens de ’association protéique des HDL; alors que I’expression
de la dynamine 2 mutante n’a eu d’effet significatif que sur ’augmentation de 1’association
protéique. Il est impossible d’expliquer ces contradictions sans remettre en question soit [’une
ou 1'autre des deux méthodes employées et une explication possible de cette disparité réside
dans I’emploi que nous avons fait du dynasore. Bien qu’il ait été utilis¢ a des concentrations
qui inhibent bien I’internalisation et le recyclage de la transferrine ainsi que la dégradation
des LDL, il est possible que son effet sur la captation sélective des EC-HDL; soit plutdt un

artéfact de la non-spécificité du produit qui aurait été induite par une trop grande
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concentration. La littérature donne de précieux exemples d’utilisation du dynasore a des
concentrations plus faibles et suivant une pré-incubation plus longue. En effet, Poirier ef al.
{2009), avec des cellules HepG2 aussi, ont privilégié I'emplol d'une concentration cing fois
moindre pendant une période huit fois plus grande que celle employée ici pour parvenir a une
inhibition de I’internalisation de Dil-LDL. Aussi, dans une étude menée sur des cellules de
Sertoli TM4 les auteurs ont plutét préconisé I’emploi d’une concentration dix fois inférieure
sur une période douze fois plus grande de pré-incubation par rapport a ce qui a été réalisé icj
pour parvenir a une diminution d’environ 66% de la phagocytose (Otsuka et al., 2009). Ces
conditions d’utilisation du dynasore ont été testées (non montré) et n'ont cependant pas
permis d’inhiber le recyclage ou Iinternalisation de la '*I-transferrine. I serait donc tentant

, . . 44
de pencher en faveur des résultats obtenus avec 1'expression de la dynamine-2°**"

pour
brosser un portrait juste de la régulation des voies empruntées lors de la captation sélective.
Notons cependant deux facteurs d’importance nous obligeant plutét & invalider les résultats
obtenus avec ce mutant: 1) I’efficacité de transfection n'a pas été vérifiée et le nombre de
réplicats obtenus (n-=3) par cette méthode ne nous permet pas de bénéficier d’une grande
puissance statistique; 2) I'expression du mutant n’a pas permis-de diminuer {a dégradation
des '*I-LLDL, contrairement au dynasore, ce qui suggere que la méthode d’inhibition n’est
pas du tout valide. Néanmoins, les résultats actuels nous permettent de confirmer qu’il est
juste de vérifier I'implication de la clathrine dans la captation sélective des EC-HDL;. Ceci

confirmerait les résultats montrant un effet du NH4Cl et de la CPZ sur 'activité du SR-BI

envers les HDL;, s’accordant avec les autres exemples dans la littératurc citée plus haut.

Nous avons montré ici que plus d'un mécanisme d’endocytose pourrait influencer la
captation sélective des EC-LDL et EC-HDL;, et ce de fagon différente en fonction de chacun
des deux ligands. Ainsi, il se dégage de I’expérimentation que la captation sélective des EC-
LDL est insensible aux inhibiteurs classiques de ’endocytose dépendante de la clathrine,
qu’elle est peut-étre régulée négativement par la dynamine. Cette régulation dépend
cependant d’un processus affecté par la CPZ et la génistéine. En ce qui concernc la captation
sélective des EC-HDLs, nous démontrons ici qu’elle est sensible & "acidification du cytoso!

et a la CPZ; probablement régulée négativement par la dynamine; et qu'elle nécessite

74



I’activation de PTK. La captation sélective des EC-LDL et celle des EC-HDL; sont toutes

deux indépendantes de I’ATP.

Puisque des mécanismes d’endocytose semblent réguler la captation sélective,
'indépendance a I’ATP suggére que des protéines activées par leur liaison au GTP
pourraient, elles, la réguler. Ainsi, les résultats obtenus avec la sous-unité B de la toxine de C.
difficile, qui inhibe & la fois RhoA et Cdc42, appuient une régulation de cette sorte. En etfet,
["augmentation de captation sélective observée pour les EC-HDL; concorde avec les résultats
obtenus en présence dynasore, renforgant une régulation négative par un mécanisme
d’endocytose régulé par RhoA, lequel est traditionnellement dépendant de la dynamine. En
ce qui concerne l'augmentation de captation sélective des EC-LDL en présence de ce
traitement, ils vont dans le méme sens: il y a possibilité d’une régulation négative par une
GTPase qui serait RhoA ou Cdc42. Cependant nous nous devons de demeurcr prudent avant
d’avancer qu’ll s’agit de I’une ou [’autre: la confirmation d’un roéle de la dynamine étant

essentielle pour départager une voic dépendant de RhoA d’une voie dépendant de Cdc42.

L’effet d’augmentation de la captation sélective des EC-HDL; en présence d’inhibiteurs
pharmacologiques de la dynamine et des protéines de la famille de Rho suggére que la
captation sélective est régulée négativement par un mécanisme d’endocytose, ¢’est-a-dire que
’cndocytose de SR-BI, si elle était dynamine et RhoA dépendante, nuirait a la captation
sélective. Cette interprétation est renforcée par l’augmentation de la captation sélective
observée suite au traitement a la cytochalasine D, puisque ces deux voies ont besoin des
filaments d’actine. Cependant, ’existence d’une voie régulée par RhoA dans les cellules
HepG2 n’exclut pas que I'endocytose de SR-BI puisse étre régulée par un autre mécanisme ct
que les effets de ces inhibiteurs sur la captation sélective résultent d’autres événements que
de I’inhibition de la voie qu’emprunte le SR-BI; un transfert de la voie régulée par RhoA vers
la voie dépendante de la clathrine par exemple. L’existence d’une telle voie est bien réclle
dans les cellules HepG2. Ainsi, Malaval e al. (2009) ont récemment montré que ’activité de
RhoA et de ses effecteurs contrélait I’endocytose des HDL via la liaison de 1’apoAl a un

autre récepteur que le SR-BI, la F(1)-ATPase. Il s’agit cependant ici d’un site de liaison de
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trés haute affinité (Garcia er al., 1996) (résultant en une internalisation de S ng de HDL/mg
de protéines cellulaires) dont I'importance n’est que minime aux concentrations de
lipoprotéines employées ici pour les essais d’assoclation. Le transfert évoqué plus haut n'a
donc rien a voir avec cette liaison des HDL a la F(1)-ATPase, mais nous évoquons plutél la
possibilité que le SR-BI lui-méme se déplace ou emprunte plus d’une voie. Jusqu'ici, nous
avons présumé de I'implication de RhoA en raison de la dépendance & la dynamine, mais la
sous-unité B de la toxine de C. difficile inhibe a la fois I'activité régulatrice de RhoA et de
Cdcd?2 et il devient essentiel de tester les dominants négatifs de ces deux protéines pour

réellement départager les deux voies.

Puisque les voies indépendantes de la clathrine sont régulées par Ja composition lipidique de
la membrane cellulaire (Cheng ef al, 2006), nous avons ensuite pavé la voie & une
interprétation qui serait plutdt faite sur la base de la localisation membranaire du SR-BI. En
effet, nous montrons que les différentes voles d’endocytose empruntées par.le SR-BI sont en
partie régulées par sa présence dans les radeaux lipidiques. Par fractionnement des cellules
traitées sur gradient discontinu de sucrose, nous avons tenté d’expliquer 'effet des diftérents
traitements sur cette base. Nous montrons ici que la SMase semble concentrer le SR-BI dans
les radeaux lipidiques. Rhainds er af. (2004) avaient déja montré qu’en perturbant ainsi
I’intégrité membranaire, on réduisait la captation sélective des EC-LDL et augmentait celle
des EC-HDL;. Nos résultats sont en partie en accord avec ce qui a été démontré par cette
¢tude. Nous constatons en effet, comme Rhainds e al. (2004), quc les traitements qui
semblent concentrer le SR-BI dans les fractions de faible densité comme le NH,Cl, la CPZ et
la génistéine, réduisent ou tendent & réduire la captation sélective des EC-LDL. Cependant ce
méme déplacement vers les fractions de faible densité a aussi comme eftet de diminuer la
captation sélective des EC-HDL; contrairement a l’augmentation observée par ces auteurs.
Cette méme étude montrait que ’extraction du cholestérol membranaire a la 3-cyclodextrine
augmentait la captation sélective et des EC-LDL et des EC-HDL;. Nous avons ici employé la
méthyl-B-cyclodextrine et montré qu’elle apparait déplacer le SR-BI hors des radeaux
lipidiques. Contrairement a eux, la redistribution du SR-BI vers les fractions de plus haute
densité (par privation des cellules en énergie et par I'ajout de cytochalasine D) n’affecte pas

I’efficacité de la captation sélective des EC-LDL ou tend seulement & I'augmenter alors
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qu'elle diminue celle des EC-HDL;. Il est important de mentionner que les inhibiteurs
d’endocytose employés pour notre étude, a I’exception de la CPZ dont nous avons parlé plus
tot, n'ont pas la capacité d’influencer directement, comme le font la SMase et la 3-
cyclodextrine, la composition de la membrane cellulaire. Cect suggére un effet indirect de
nos traitements et rend difficile, et peut-étre inappropriée, la comparaison avec 1’étude de
Rhainds er al (2004). De plus, plusieurs facteurs semblent indiquer que la localisation
membranaire de SR-BI ne puisse, a elle seule, suffire a expliquer son activité. D’abord, il est
maintenant connu que le maintien du SR-BI a la surface cellulaire et son activité envers les
HDL sont permis par la liatson a son cxtrémité C-terminale d’une protéine chaperonne:
PDZK1 (Fenske et al.,, 2009). Il n’est pas a exclure que les traitements employés ici, en
déplacant le SR-BI, modifient aussi ’association du SR-BI a cette protéine. Ensuite, il est
connu que le SR-BI, en plus de lier les lipoprotéines, est aussi le récepteur du virus de
I"hépatite C (HCV) (Scarselli et al., 2002), et ce grice a plusieurs autres co-récepteurs
notamment CD81 (Pilert et al., 1998), une protéine a quatre domaines transmembranaires
(tétraspanine) appartenant a des domaines membranaires particuliers. L’entrée du HCV serait
non seulement facilitée par la présence de HDL (Bartosch et al., 2005) mais, une étude trés
intéressante menée par Kapadia et al. (2007) révéle méme que le traitement a la méthyl-f3-
cyclodextrine réduit I’expression de CD81 sans affecter celle de SR-BI tout en empéchant les
cellules hépatiques d’étre infectées par le HCV. Puisque nous montrons Ja possibilité d’une
voie indépendante de la dynamine et de la clathrine lors de la captation sélective des EC-
LLDL, le r0le des tétraspanines dans la captation sélective mérite aussi d’étre étudié dans notre
modeéle. Le role de la flotilline devrait aussi €tre étudié. D autant plus qu’il a récemment été
identifié dans les cellules HepG2, une voie d’internalisation de certaines protéines a partir de
la membrane basolatérale qui est effectuée par un mécanisme indépendant de la dynamine et
de Cdc42, mais dépendant de la flotilline-2 (Ait-Slimane et al, 2009). De plus, CD8|
appartient aux protéines de la famille des tétraspanines et pourrait jouer un role dans
’endocytose tel que supporté par des études réalisées sur d’autres protéines appartenant a
cette famille. Entre autres, Xu ef al. (2009) ont récemment montré que CD82 étail conduit
vers les endosomes et lysosomes via une voie d’endocytose indépendante de la dynamine et
de la clathrine, dépendante de la flotilline et de la présence de cholestérol membranaire.

L’expression de CD82 avait déja présenté la capacité de relocaliser le récepteur a I'EGF dans
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les radeaux lipidiques et de réguler sa dimérisation, empéchant ainsi son internalisation
(Odinstova et al., 2003). De leur c6té, Liu ef al. (2007) ont montré que la tetraspanine CD] 51
permettait ’endocytose nécessaire a la migration cellulaire des intégrines. Le role de CD8| et
PDZK! dans l’activité de captation sélective de SR-BI devrait donc étre précisé. Ceci
pourrait se faire par immunobuvardage de type western a la suite du fractionnement sur
gradient discontinu de sucrose des cellules traitées avec les inhibiteurs ou encore par une
sous-expression de ces protéines a I'aide de petits ARN interférants (siRNA). En somme, il
nous est impossible d’expliquer les résultats obtenus ici sur une base qui ne tient strictement
compte que de la localisation membranaire du SR-BI. Néanmoins, la vérification de
Pemplacement membranaire du SR-BI suite aux autres traitements, notamment le dynasore,

pourrait permettre de réconcilier les résultats contradictoires exposés icl.

Rappelons aussi que la dépendance au cholestérol membranaire sert habituellement a
distinguer entre les voles d’endocytose dépendante et indépendante de la clathrine, les voies
_indépendantes de la clathrine étant sensibles 4 la privation membranaire en cholestérol, En
admettant que plus d’une voie puissent réguler la captation sélective des EC-HDL3,
I’augmentation de captation sélective observée suite au traitement a la B-cyclodextrine par
Rhainds er al. (2004) pourrait bien appuyer notre hypothése d’un transfert d’une voie vers
une autre lors de I'inhibition d’une voie d’endocytose. L’inhibition de voies indépendantes de
la clathrine résulterait ici en une augmentation de I'importance de la voie dépendante de la
clathrine responsable de la captation sélective des EC-HDL;. Des exemples de cc type de
transfert ou de régulation croisée entre les différentes voies d’endocytose sont de plus en plus
fréquents dans la littérature. En effet, il a ét¢ montré (Kasprowicz er al., 2008) que
I’inhibition de la voie clathrine dépendante chez D. melanogaster provoquant une diminution
du recyclage synaptique augmentait du méme coup !’inlernalisation dc la phase fluide
attribuable au twrnover membranaire. Nous ne pouvons cependant pas exclure que
['augmentation de captation sélective a partir des deux ligands du SR-BI en présence de -
cyclodextrine observée par Rhainds er al. (2004) ne soit pas plutét causée par une
augmentation de la liaison des lipoprotéines a la surface cellulaire que par la scnsibilité des
voies d’endocytose a la composition membranaire. Dans ce modéle, la composition

membranaire influencerait la présentation par le SR-BI de certains sites de liaison plus
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favorables a son activité envers les lipoprotéines. C’est d'ailleurs la conclusion a laquelle
arrivent les auteurs et une interprétation évoquée par d’autres concernant des ligands comme
I'interleukine-2 (Cheng et al., 2006) ou la toxine du choléra (Kirkham ef al., 2005). La
liaison a 4°C des LDL et HDL; a la surface cellulaire des cellules traitées a la cyclodextrine
ou a la SMase mériterait d’étre vérifiée pour clarifier ce point. Il est aussi vrai que les
augmentations de captation sélective obtenues en présence de cyclodextrine par Rhainds et
al. (2004) peuvent étre attribuable & une diminution dans le gradient de concentration de
cholestérol entre la lipoprotéine et la membrane cellulaire. Cependant cette méme étude
rapporte que la séquestration du cholestérol membranaire par la filipine Il ne produit pas
cette augmentation de la CS des EC-HDL;. La teneur membranaire en cholestérol ne saurait

donc expliquer seule les effets observés.
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7- CONCLUSION

Bien qu’il demeure plusieurs ambiguités quant aux voies d’endocytose qu’emprunte le SR-
BI, notre étude a montré que de telles voies étaient impliquées et a raffiné suffisamment leurs
spécificités pour pouvoir identifier les derniers ¢léments permettant de les caractériser
rapidement. En effet, la sensibilité aux inhibiteurs de la voie clathrine dépendante de la
captation sélective des EC-HDLs et son augmentation en présence d’inhibiteurs des autres
voies, nous permettent de suggérer qu’il devrait s’agir d'une voie dépendante de la clathrine.
Pour ce qui est de la captation sélective des EC-LDL, les résultats pointent vers une voie

indépendante de la clathrine possiblement régulée par RhoA, Cdc42 ou la flotilline.
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