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Résumé

L’hypercholestérolémie et la forme pathologique qui en résulte, I’athérosclérose, sont
fréquemment impliquées dans les accidents cardiovasculaires, actuellement premiére cause
de mortalité dans les pays développés. L’hypercholestérolémie se caractérise par un taux
anormalement élevé de cholestérol dans le sang. Le taux de cholestérol sanguin dépend
principalement de 1’équilibre entre les lipoprotéines de faible densité, les LDL et les
lipoprotéines de hautes densités, les HDL. Les apolipoprotéines A-1, B et E (apoA-I, apoB et
apoE respectivement) sont les éléments essentiels de la structure des lipoprotéines. Des
altérations du métabolisme des apolipoprotéines sont associées a 1’hypercholestérolémie et au
développement de I’athérosclérose chez I’adulte. Cependant, plusieurs études ont montré que
I’athérosclérose pouvait se développer & un dge plus précoce, pendant la période de vie
feetale. Il est alors 1égitime de penser que le métabolisme des apolipoprotéines pendant la
grossesse pourrait étre impliqué dans le développement de I’athérosclérose au niveau feetal.
Les macromolécules comme les lipoprotéines ne peuvent traverser le placenta librement. La
synthése d’apolipoprotéines par le placenta est donc indispensable pour fournir le cholestérol
au feetus. Comme la grossesse est caractérisée par une élévation du cholestérol maternel,
I’étude de "I’expression des apolipoprotéines placentaires suivant le taux de cholestérol
maternel est indispensable pour déterminer leur implication dans 1’athérosclérose au niveau
foetal. Pour réaliser ce projet, a partir de placentas humains prélevés a I’accouchement,
’expression génétique de I’apoA-I, 1’apoB et de I’apoE a été évaluée dans le tissu par la
technique de polymérisation en chaine en temps réel. Puis, la concentration tissulaire en
protéine a été déterminée par dosage immuno-enzymatique. Nos résultats ont montré que les
meéres ayant un taux de cholestérol élevé avaient également une augmentation de cholestérol
associ¢ aux LLDL et d’apoB dans leur circulation. Dans le placenta, I’hypercholestérolémie
maternelle n’affecte ni la transcription des génes ni les concentrations tissulaires de I’apoA-I
et de I’apoE. L’absence de régulation de I’apoA-1 et de I’apoE placentaires par le cholestérol
maternel est surprenante, cependant, |’exacerbation du systéme endocrinien pendant la
grossesse, notamment des hormones stéroidiennes, pourrait avoir une influence sur
’expression des apolipoprotéines dans le placenta. Par contre, ’apoB est régulée a la hausse
dans le placenta des méres hypercholestérolémiques. Un des mécanismes probable de cette
régulation pourrait étre 1’augmentation, par le cholestérol, de Dactivité de la protéine
microsomale de transfert des triglycérides. Cette protéine est un élément essentiel dans la
régulation de D’expression de I’apoB. De plus, I"augmentation de I’apoB est corrélée au
cholestérol fotal maternel et a ia concentration d’apoB dans la circulation maternelle et
feetale. Ces résultats suggérent que 1’excés de cholestérol maternel est incorporé
majoritairement dans les LDL sans affecter le métabolisme des HDL. Cette étude suggere un
réle potentiel de I’apoB placentaire dans le développement de 1’athérosclérose au niveau
feetal.

Mots clés : Placenta, grossesse, apolipoprotéines, lipides, profil lipidique



INTRODUCTION

L’hypercholestérolémie se définit par une concentration élevée de cholestérol dans le
sang. La forme pathologique de I"hypercholestérolémie se nomme 1’athérosclérose. Elle est
caractérisée par le développement de 1’athérome, ou plaque athéromateuse, constitué d’une
accumulation anormale de lipides et de cholestérol sur la paroi des artéres (Bobryshev, 2006).
La multiplication et Ja croissance de ces plaques provoquent 1’obstruction des vaisseaux. A
long terme, I’athérosclérose peut conduire a des accidents vasculaires, actuellement premiére
cause de mortalité dans les pays développés. L’association entre 1’athérosclérose et les

accidents vasculaires est tres fréquente (Braunwald, 1997).

Du fait des colts démographiques et socio-économiques importants engendrés par
1’athérosclérose, la lutte contre cette pathologie est indispensable. Cette lutte commence par
une meilleure connaissance de ses origines. Oufre le surplus pondéral, résultant de la
sédentarisation des populations (Lakka et al., 2001), d’autres facteurs, comme le régime
alimentaire (Negis et al., 2006), peuvent avoir leur importance. De plus, I’hérédité, donc la
prédisposition génétique, peut étre une variable favorisant le développement de
I’athérosclérose. En effet, les jeunes adultes atteints d’hypercholestérolémie familiale ont de
fortes prédispositions au développement de plaques athéromateuses (Hoeg et al.,, 1994;
Spengel et al., 1988). Plus récemment, il semblerait que 1’athérosclérose puisse se déclarer
encore plus tdt qu’a "adolescence, directement au niveau du feetus (Palinski and Napoli,

2002).

La programmation feetale est une théorie soutenant que ’influence de I’environnement du
feetus pendant la grossesse peut avoir des conséquences sur la vie feetale, 1’accouchement, le
nouveau-né et aussi sur la vie adulte. En effet, une hypercholestérolémie maternelle chez le
hamster affecte 1’homéostasie du cholestérol chez le feetus (McConthay et al., 2001). En ce
qui concerne l’athérosclérose, une étude, réalisée chez le lapin, a montré qu’un apport
lipidique maternel anormal, modélis¢ par I’induction d’une hypercholestérolémie, provoque
le développement de plaques athéromateuses dans le systeme artériel foetal (Palinski et al.,

2001). Chez I’humain, un métabolisme lipidique perturbé est refrouvé chez les femmes



obeses, diabétiques ou hypertensives. De plus, le développement de 1’athérosclérose chez le

feetus est favorisé par une hypercholestérolémie maternelle (Napoli et al., 1997).

La problématique de mon projet est née d’un paradoxe connu et admis, mais dont les raisons
d’existence demeurent encore incomprises. En effet, la grossesse entraine des modifications
métaboliques, notamment une augmentation du taux de lipides sanguins chez la mere, or,
I’athérosclérose est liée a un exceés d’afflux de cholestérol. Une question importante peut
alors étre soulevée : est-il possible que I’hypercholestérolémie durant la grossesse soit a la

fois bénéfique et délétere pour le feetus?

Les modifications métaboliques de la mére sont indispensables pour subvenir aux besoins
énergétiques du feetus : hormones, lipides, sucres, sels minéraux, oxygene. Ces changements
se traduisent, entre autres, par une augmentation du taux de lipides sanguins chez la mére,
Cet approvisionnement important en lipides est indispensable au feetus puisque cet élément
entre dans la composition des membranes cellulaires. De plus, le cholestérol est également
I’élément précurseur d’un grand nombre d’hormones, en particulier les hormones
stéroidiennes. L’approvisionnement se fait int€gralement par le placenta, véritable plateforme
d’échanges entre la mere et le feetus. Des troubles dans le transport lipidique peuvent générer
des complications a court, moyen et long terme chez le feetus (Farese and Herz, 1998). Ces
troubles proviennent de la biosynthése ou biodégradation du cholestérol du c6té maternel,
placentaire ou feetal et font ’objet de recherches paralleles dans notre laboratoire. Seulement,
les lipides ne sont pas solubles dans le sang, d’ou la présence de protéines de transport : les
apolipoprotéines ou apo(s). Ces dernieres ont donc un réle fondamental dans
I’approvisionnement en lipides des tissus maternels, feetaux et du placenta. Elles sont
directement associées au développement de 1’athérosclérose et de 1’hypercholestérolémie
chez les adultes (Belalcazar et al., 2003; Dhingra and Bansal, 2005; Magoori et al., 2003).
Mais, la régulation de I’expression de ces apolipoprotéines au niveau placentaire est mal

connue.

L ’objectif de mon projet est d’étudier la régulation placentaire des apolipoprotéines dans la

perspective de démontrer leur implication potentielle dans le développement de



I’athérosclérose au niveau feetal. Ainsi, le cholestérol total sanguin maternel a été choisi
comme variable puisque ce facteur est le plus représentatif du degré d’hypercholestérolémie.
Plus spécifiquement, ce projet peut se définir alors par I’effet du cholestérol total maternel sur

I’expression des apolipoprotéines du placenta chez ’humain.

Pour réaliser ce projet, a partir des placentas prélevés a 1’hdpital lors de ’accouchement, trois
apolipoprotéines majeures, I’apoAl, [’apoB et 'apok ont été ¢tudiées. Ces dernieres ont fait
I’objet d’une recherche a deux niveaux 1) au niveau de I'expression génétique, soit I’étude
des variations de I’acide ribonucléi;que messager (ARNm), au moyen d’une technique de
réaction de polymérisation en chaine (PCR) en temps réel et 2) au niveau de la forme
protéique responsable de I'effet biologique, par I’intermédiaire de trousses commerciales
utilisant des dosages immuno-enzymatiques. Nos résultats montrent qu’une élévation du
cholestérol maternel régule a la hausse ’expression de 1’apoB, sans affecter 1’apoA-1 ou

1’apoE.



1. CHAPITREI

ETAT DES CONNAISSANCES

1.1. Le placenta

1.1.1.  Formation du placenta

L’ovule est fécondé dans le tiers externe de la trompe de Fallope. Immédiatement, les
divisions cellulaires se succédent pour former un amas appelé la morula puis le blastocyte.
Pendant cette période, ’ceuf remonte jusqu’a la cavité utérine. Alors commence la
différenciation cellulaire. Deux couches cellulaires se forment, la couche externe constituée
de trophoblastes (ou cytotrophoblastes) et la couche interne nommée embryoblaste. Les
cellules de la couche interne vont former Iembryon puis le feetus. Les trophoblastes sont,
eux, a [’origine du placenta. Ces cellules vont pénétrer dans 1’épithélium de I’endométre puis
provoquer sa dégénérescence. La nidation s’effectue directement au niveau de la couche
stromale de I’endométre. La sécrétion de molécules d’adhérence par les trophoblastes facilite
’adhésion aux parois utérines. L’implantation se termine généralement au jour 10 ou 11
apres ’ovulation. Le placenta en développement continue de détruire la paroi et émet des
prolongements de plus en plus nombreux qui se ramifient a partir des premiéres €bauches
villositaires formant de véritables bouquets de villosités choriales jusqu’au niveau des
capillaires maternels. Suite au remodelage de la vascularisation dans I’endométre par les
cytotrophoblastes, une série d’espaces, appelés lacs sanguins, se créent. Ensuite, les
cytotrophoblastes poursuivent leur multiplication et fusionnent en syncytiotrophoblaste. Ces
cellules multinucléées représentent I’interface d’échanges entre la mére et le feetus. Le

syncytium forme une barriére continue face au sang maternel dans les villosités terminales.



Ainsi, il ne permet pas le mélange entre les deux circulations sanguines (maternelle et feetale)

(Fox et al., 1978).
1.1.2.  Production hormonale placentaire

Le placenta produit, recoit et transmet des signaux endocriniens entre la mere et le feetus.
Les hormones, comme 1’hormone chorionique gonadotrope (hCG), la progestérone et

I’estradiol régulent les flux nutritifs de la mere vers le feetus (Gluckman and Pinal, 2002).
1.1.2.1. L hormone chorionique gonadotrope

Durant les dix premiéres semaines, le placenta n’est pas capable de synthétiser la
quantité nécessaire de progestérone pour maintenir la grossesse. L’hCG est une glycoprotéine
synthétisée par les trophoblastes. Pour compenser le manque de progestérone, ’hCG assure
une fonction d’hormone lutéinisante (LH) en plus de son réle dans I’implantation et la
différenciation des cytotrophoblastes en syncytiotrophoblaste (Shi et al., 1993; Srisuparp et
al., 2001). La sécrétion de ’hCG varie au cours de la grossesse. Elle atteint un maximum a la
fin du premier trimestre, puis diminue au fur et a mesure que le placenta produit la
progestérone en quantité suffisante (Porter et al., 1982). La sécrétion d’hCG est régulée par
I’adénosine monophosphate cyclique (AMPc), les ligands du récepteur nucléaire X des
rétinoides (RXR) et les récepteurs activant la prolifération des péroxysomes (PPAR)
(Guibourdenche et al., 1998; Keryer et al., 1998; Tarrade et al., 2001).

1.1.2.2. Les hormones stéroidiennes

Une des particularités du placenta humain est son intense activité au niveau des
hormones stéroides. En effet, la synthese de progestérone est beaucoup plus importante chez
I’humain que chez les autres mammiferes. La présence de récepteurs a ’estradiol a la surface

du placenta permet de favoriser la captation du cholestérol dans la circulation maternelle. Le



cholestérol, prélevé sous la forme de lipoprotéines, est 1’élément précurseur de la
progestérone placentaire (Albrecht and Pepe, 1990). Pour maintenir 1’état de grossesse, la
progestérone exerce une inhibition sur le systeme calcium-calmoduline. Ainsi, la
progestérone régule I’activité des muscles lisses utérins. Cependant, la progestérone joue un
autre role majeur lors de la grossesse. Cette horfnone est impliquée dans la suppression de la
prolifération et ’activation des lymphocytes maternels. Cette fonction immunosuppressive de
la progestérone est indispensable pour prévenir le rejet du feetus et du placenta par la mére
(Pepe and Albrecht, 1995). Outre son rdle dans ’activation de la synthese de progestérone,
les estrogénes participent a la néo-vascularisation en augmentant le flux sanguin
utéroplacentaire. Cette fonction confére aux estrogenes un contrdle positif sur les échanges

gazeux et la disponibilité des nutriments pour le feetus (Pepe and Albrecht, 1995).
1.1.2.3. L’insuline

L’insuline est une hormone régulant la disponibilité du glucose sanguin pour les cellules.
Son réle pendant la grossesse est crucial. En effet, des anomalies dans la régulation de
’insuline pendant la grossesse conduisent au développement du diabéte gestationnel. Cette
pathologie se manifeste apres le premier tiers de la grossesse et augmente le risque de
macrosomie feetale (Chastang et al., 2003). Les origines du diabéte gestationnel ne sont pas
encore bien définies. Cependant, il semblerait que 1'exacerbation de la production
d’hormones, comme les estrogenes et la progestérone, soit liée au développement de cette
pathologie. Ces hormones favorisent la production de I’insuline et accroissent sa sensibilité.
Le placenta est capable de capter puis de dégrader I’insuline, réduisant ainsi la disponibilité
du glucose (Steel et al., 1979). Les taux d’hormones sécrétées, notamment le taux d’hormone
lactogéne placentaire, augmentent avec la taille du placenta, ce qui génére une résistance a
’insuline a partir du deuxiéme tiers de la grossesse. La majorité des femmes sont capables de
produire assez d’insuline pour compenser cette résistance. Les autres, qui représentent
environ 7% des grossesses aux Etats-Unis, développent une hyperglycémie et un diabéte

gestationnel (Scollan-Koliopoulos et al., 2000).



1.1.3.  Les échanges mére feetus

En plus de son rdle dans le maintien de la grossesse, le placenta sert de centre
d’échanges des nutriments entre la mere et le foetus. Plus précisément, le sang maternel
contient 1’essentiel des nutriments nécessaires au développement feetal (Battaglia and
Meschia, 1988). Le placenta doit €tre capable de subvenir a tous les besoins du foetus et de
remplir les fonctions de tous les autres organes puisqu’il forme une barriére imperméable et
sélective entre la circulation sanguine maternelle et feetale (Hay, 1994). Les échanges se font
par des mécanismes de transport utilisés dans d’autres organes comme le foie, les reins, les
poumons, les intestins. Trois mécanismes ont ét¢ identifiés dans le placenta pour le transport
des nutriments : la diffusion, le transport facilité ou actif et I’endocytose (Garnica and Chan,
1996). La sélectivité et I’efficacité de ces mécanismes doivent Etre adaptées a la nature et au
volume des échanges, selon le régime alimentaire et la taille des especes, ainsi qu’aux

besoins spécifiques du feetus et aux disponibilités maternelles, selon la période de gestation.

Ainsi, de nombreuses substances passent du sang maternel vers le sang feetal et inversement.
[’eau et certains électrolytes franchissent la barriere placentaire par osmose. Ce méme
procédé est utilisé pour 1'épuration des déchets feetaux comme I'urée, la créatinine et
I’ammoniaque. Les gaz respiratoires subissent une simple diffusion : I’hémoglobine fcetale,
responsable du transport de 1’oxygene a une affinité plus élevée pour 1’oxygene que
1’hémoglobine maternelle. Les autres nutriments comme le calcium, les acides aminés le
glucose et les lipides font appel a des mécanismes de transports plus ou moins sélectifs et

actifs.

1.1.3.1. Transport du calcium

Le calcium est un ¢lément vital pour le feetus. Outre son importance dans la formation
des os, le calcium est impliqué dans un grand nombre de processus biologiques comme la
contraction musculaire, certaines réactions enzymatiques, la neurotransmission ou la

signalisation cellulaire (Pitkin, 1983). Le transport placentaire du calcium est régi par un



processus de diffusion. En effet, un gradient de calcium se forme entre la circulation
maternelle et le placenta. Cette homéostasie dépend et est régulée par un peptide apparenté a
I’hormone parathyroidienne (PTHrP) (Rodda et al., 1988). Mais, durant le dernier tiers de la
grossesse, ’accroissement de la masse feetale, notamment au niveau os, est trés élevé, Le
mécanisme de diffusion ne suffit plus a fournir la quantité de calcium nécessaire au
développement. Le placenta compense la carence en calcium par un syst¢me de transport
actif divisé en trois étapes. L’entrée du calcium a la surface apicale des trophoblastes semble
impliquer deux canaux ioniques sélectifs nommés TRPVS et TRPV6 (Moreau et al., 2002).
Ensuite, des protéines cytosoliques du transport et/ou du stockage du calcium (CaBPs)
acheminent le calcium du c6té basal des cellules (Belkacemi et al., 2004). Enfin le calcium
est sécrété dans la circulation feetale par des pompes sodium/calcium ou via une ATPase

localisée a la membrane plasmique (Lafond et al., 1991; Moreau et al., 2003).

1.1.3.2. Transport des acides aminés

Les acides aminés représentés dans le code génétique des mammiféres sont au nombre
de vingt. Tous sont requis pour une synthése protéique optimale. Le transport des acides
aminés par le placenta est important pour le développement feetal. La concentration en acides
aminés dans le placenta est plus forte que dans le sang maternel, le transport est donc
dépendant d’énergie ou actif. Le passage des acides aminés dans le sang feetal s’effectue
selon un gradient de concentration, directement par diffusion ou par l'intermédiaire de
transporteurs (Eaton and Yudilevich, 1981). La régulation du transport des acides aminés est
complexe et dépend de plusieurs facteurs. Six mécanismes ont été identifiés pour permettre
ce transport des acides aminés dans les cellules. Christensen et al. {Christensen, 1984;
Christensen and Handlogten, 1979; Christensen and Liang, 1966) ont défini la nomenclature
des transporteurs impliqués. En ce qui concerne le placenta, seulement trois de ces
mécanismes ont été retrouvés (Enders et al., 1976). La spécificité des mécanismes tient
compte des propriétés ioniques des acides aminés (forme anion, cation ou zwitterion) et du
type de transporteur, qui peut étre soit sodium dépendant soit sodium indépendant (Regnault

et al., 2002).



1.1.3.3. Transport du glucose

Le glucose est une source primaire d’énergie puisque la néoglucogenése feetale étant de
faible intensité, I’essentiel du glucose est apporté par la mere. Comme le calcium, les besoins
en glucose sont tres importants dans le dernier tiers de la grossesse, ¢’est-a-dire lorsque la
croissance du feetus est maximale. Plusieurs facteurs régulent le transfert materno-foetal du
glucose comme I’apport maternel de glucose, le métabolisme du glucose dans le placenta et
la densité des transporteurs. Un transport passif existe entre la mere et le feetus, mais il ne
peut & lui seul subvenir aux besoins feetaux (lllsley et al., 1985; Jansson et al., 1993). La
présence de transporteurs de glucose (GLUT) est donc nécessaire pour pallier ce manque.
Ces récepteurs placentaires fonctionnent selon le systeme de diffusion facilité et sont sodium
indépendant. Chez 1’humain, douze isoformes ont été identifiées jusqu’a présent (Joost and
Thorens, 2001). Ces transporteurs semblent soumis & une régulation par le glucose
extracellulaire, ’insuline, le facteur de croissance semblable a I’insuline de type 1 (IGF),

I’hormone de croissance placentaire (PGH) et ’hypoxie (Baumann et al., 2002).
1.1.3.4. Transport des lipides

De maniére quantitative, le glucose et les acides aminés sont les deux principaux
nutriments transférés dans la circulation fectale (Hay, 1994; Knipp et al., 1999). Le
développement feetal dépend directement de leur disponibilité. Cependant, méme si les
quantités de lipides transférés sont moins importantes, leur réle dans le développement du
feetus est vital. En effet, I"apport anormal en lipides au cours de la grossesse peut altérer le
développement du feetus et du nouveau-né (Herrera, 2002). Les lipides sont composés de
quatre classes de molécules : les acides gras, les triglycérides, les phospholipides et les
stéroides. Cette dernicre catégorie comporte entre autres le cholestérol. Le métabolisme des
acides gras pendant la grossesse est perturbé et comporte deux phase importantes. En effet, la
premiére moitié de la grossesse est caractérisée par une activité lipogénique importante suivie

dans la seconde moitié par une activité lipolytique.



10

Chez la mére, une augmentation du dépét lipidique, et donc de I’indice de masse corporelle
(BMI), est observée dans les adipocytes en début de grossesse (Villar et al.,, 1992). Ce dépot
d’acides gras est favorisé par une augmentation de la lipogenése, une hyperphagie et
possiblement une activité intense de la lipoprotéine lipase (LPL) (King et al., 1994; Knopp et
al., 1975; Palacin et al., 1991). Cette derniere est responsable de I"hydrolyse des triglycérides
(TG) contenus dans les lipoprotéines de (rés faible densité (VLDL), en acides gras et en
glycérol. L’accumulation de dépdts lipidiques lors de Ja grossesse se traduit par une prise de
poids de la mére. Un gain de poids excessif durant la grossesse a été corr¢lé a certaines
pathologies comme la macrosomie feetale et I’obésité infantile (Johnson et al., 1992; Zhou
and Olsen, 1997). Pendant la phase maximale de croissance du feetus, le stockage des lipides
dans le tissu adipeux s’arréte au profit d’une importante lipolyse et donc d’une
hypertriglycéridémie (Herrera et al., 1988). Au cours de la grossesse, I’augmentation de la
résistance a I’insuline et de la concentration en estrogénes est responsable de cette
hypertriglycéridémie. En effet, ces deux variation permettent [’accroissement de la sécrétion
des VLDL et des acides gras libres dans le sang maternel tout en réprimant I’activité de la

LPL (Ramos and Herrera, 1995).

Les acides gras sont véhiculés dans le sang par différents transporteurs. Parmi ceux-ci, on
retrouve 1’albumine et ’alpha-fétoprotéine, la derniére étant prédominante dans la circulation
feetale (Courtois et al, 1992; Rose et al, 1990). Ces deux protéines transportent
principalement un type de lipides, les acides gras libres. Les lipoprotéines participent
également au transport d’une partie des acides gras: les acides gras poly-insaturés. Ces
derniers sont transportés sous la forme de TG, de phospholipides ou d’esters de cholestérol,
ces trois composés étant les €éléments constitutifs principaux des lipoprotéines (Herrera,

2002).

A la surface placentaire, le transfert des acides gras peut s’effectuer par diffusion, transcytose
ou endocytose via une liaison spécifique a un récepteur (Broring et al., 1989; Wyne and
Woollett, 1998). La présence de protéines de transport des acides gras (FABP) a été

démontrée au niveau de la membrane des cellules placentaires. Ces protéines prélévent
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préférentiellement les acides gras poly-insaturés a longue chaine. Par la suite, les acides gras
sont transportés a travers la cellule par des FABP cytosoliques puis sécrétés dans la
circulation feetale (Veerkamp et al., 1991). Les acides gras, les phospholipides, les
triglycérides, ainsi que leurs métabolites ont pour fonction de fournir de I’énergie aux

cellules. Contrairement aux autres lipides, le cholestérol ri’a pas ce réle d’énergie.
[.2. Le métabolisme du cholestérol
1.2.1.  Le cholestérol

Le cholestérol est la combinaison d’un stéroide et d’un alcool. Cet élément a de
multiples fonctions dans la plupart des processus biologiques vitaux pour la cellule. De ce
fait, une perturbation du métabolisme du cholestérol engendre des effets néfastes pour la
cellule. L hypercholestérolémie est caractérisée par un taux €levé de cholestérol dans la
circulation. Les populations des pays développés sont fréquemment affectées par ce
probléme. De cet état physiologique nait I’athérosclérose, pathologie souvent liée aux
accidents cardiovasculaires (Braunwald, 1997). Le cholestérol est un composant essentiel des
membranes cellulaires, son réle est de réguler la fluidité (ngidité) de ces membranes
(Carmena et al., 1991). Sa présence au niveau membranaire est aussi requise pour la
formation des cavéoles et des puits recouverts de clathrine (structures permettant
I’endocytose). Ainsi, le cholestérol participe aux échanges cellulaires (Carozzi et al., 2000;
Schlegel and Lisanti, 2001). Cette molécule a une fonction fondamentale dans la synthése
hormonale. En effet, le cholestérol représente le précurseur des hormones stéroidiennes
comme la progestérone, la testostérone, le cortisol, I’aldostérone et I’estradiol (Ryan and
Smith, 1961; Smith and Ryan, 1961). Les hormones stéroidiennes sont synthétisées en grande
quantité dans le placenta, leurs roles principaux sont le maintien de la grossesse et la
régulation des flux de nutriments dans le systeme materno-foetal (Jaffe and Peterson, 1966).
[’étude du métabolisme du cholestérol et de son transfert au feetus par le placenta est donc

nécessaire pour comprendre le développement feetal.
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1.2.2.  Le cholestérol endogene

L’apport de cholestérol a la cellule peut se faire de deux fagons, soit par la synthése de
cholestérol par la cellule elle-méme (source endogéne), soit par le sang (source exogéne).
Dans le premier cas, la biosynthése de cholestérol s’effectue a partir de I’acétylcoenzyme A
provenant des péroxysomes ou des mitochondries du cytoplasme. La synthése du cholestérol
se fait principalement par les cellules hépatiques et 1’intestin, mais toute cellule en est capable
(Herrera, 2002). Le cholestérol exogene provient des lipoprotéines sanguines. Quatre
catégories de lipoprotéines existent, leur classification dépend de la densit€¢ de ces
macromolécules. On retrouve donc, les lipoprotéines de haute densité (HDL), de densité

intermédiaire (IDL), de faible densité (LDL) et de trés faible densité (VLDL).

L’essentiel des connaissances au sujet du métabolisme hépatique du cholestérol a été apporté
par les Dr J. Goldstein et Dr. M. Brown (Anderson, 2003). Le métabolisme du cholestérol est
une cascade de réactions faisant appel a plusieurs enzymes. La 3-hydroxy-3-méthyl-glutaryl-
Coenzyme A réductase (HMG-CoA-réductase), la cholestérol 7-a-hydroxylase (7-OHChol)
et 'acétylcoenzyme A cholestérol acétyltransférase (ACAT) sont les trois enzymes clés du

métabolisme du cholestérol (Smith et al., 1998).

La HMG-CoA-réductase est I’enzyme qui initie la synthése de cholestérol. Dans la cellule,
elle se situe au niveau du réticulum endoplasmique. Elle catalyse la transformation de B-
hydroxy-B-méthyl-glutaryl-Coenzyme A en mévalonate. La régulation de I'HMG-CoA-
réductase est complexe, d’autant plus que sa concentration dans la cellule est trés variable.
Les oxystérols et le cholestérol modulent Pactivité en tant qu’inhibiteurs (rétrocontrole
négatif des produits de synthése). Cette inhibition est forte mais pas totale, une activité
résiduelle d'environ 10% est nécessaire pour la synthése de molécules indispensables au cycle
cellulaire (Goldstein and Brown, 1990; Hampton et al., 1996). Ensuite, une autre étude
(Yokoyama et al., 1993) a démontré I’existence d’un facteur de transcription, localisé dans le

réticulum endoplasmique, qui régule ’expression de protéines possédant des éléments de



13

réponse aux stérols (SRE). La HMG-CoA-réductase contient une séquence SRE. Lorsque la
concentration intracellulaire en cholestérol est faible, ce facteur de transcription, nommé
protéine de liaison au SRE (SREBP), est clivé. La forme SREBP clivée est active, elle
traverse la membrane nucléaire pour induire la transcription de génes comme la HMG-CoA-

réductase (Brown and Goldstein, 1999).

La 7-OHChol est également indispensable au métabolisme du cholestérol, car ¢’est I’enzyme
catalysant la dégradation du cholestérol dans la cellule. Une des maniéres de cataboliser le
cholestérol est la formation d’acides biliaires (acide cholique et acide chénodésoxycholique).
La 7-OHChol permet 1’entrée dans cette voie de dégradation en transformant le cholestérol en
7a-hydroxycholestérol. Comme pour la HMG-CoA-réductase, un systeme de rétro inhibition
par les produits de cette voie existe. Le cholestérol et les oxystérols ont la capacité
d’influencer 1’expression de la 7-OHChol (Doerner et al., 1995; van Cantfort, 1972). Le

facteur de transcription SREBP pourrait étre impliqué dans ce mécanisme (Li et al., 2006).

I’ACAT a un role déterminant, non pas dans la synthése ni la dégradation du cholestérol,
mais dans la transformation du cholestérol. Toutes les cellules,_en particulier les cellules
hépatiques, sont capables de stocker le cholestérol. Mais, le cholestérol doit subir une
estérification pour étre accumulé. L’ ACAT catalyse cette réaction a partir de I’oléylcoenzyme
A et du cholestérol membranaire des organites localisés au niveau du réticulum
endoplasmique. L’ACAT est sensible au taux de cholestérol intracellulaire (endogéne et
exogene) et va déterminer la quantité de cholestérol assemblé sur les lipoprotéines (Liu et al.,
2005; Suckling and Stange, 1985). L’estérification du cholestérol peut étre réalisée aussi dans
le sang par une enzyme plasmatique, une Lécithine Cholestérol Acyl Transférase (LCAT). La
différence est que le substrat est une lécithine et non ’oléylcoenzyme A. Cette estérification
est nécessaire pour faciliter le transport du cholestérol par les HDL. Ainsi, la LCAT joue un
role dans I’efflux de cholestérol de la périphérie vers le foie (Rose and Juliano, 1977; Warden

etal., 1989).

Des dysfonctionnements dans la régulation de ces enzymes pendant la grossesse peuvent

conduire au développement de malformations (Farese and Herz, 1998). Les enzymes clés ont
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des activités variables lors de la grossesse. Ces différences s observent suite & une variation
de la disponibilit¢ du cholestérol pour les cellules et selon que 'on parle d’activité
enzymatique dans le foie maternel, dans le placenta ou dans le foie feetal (Montoudis et al.,
2003; Smith et al., 1998). Le métabolisme du cholestérol dans le placenta est actif.
Cependant, les lipoprotéines de la circulation maternelle peuvent fournir une source de
cholestérol supplémentaire au placenta. Cet apport est soit utilisé par le placenta, soit

transféré au feetus (Woollett, 19906).

1.2.3.  Le transport du cholestérol par le placenta

Woollett et al. (Woollett, 1996) ont démontré que le cholestérol feetal pouvait provenir
de deux sources. Cette étude, réalisée chez le hamster, a mis en évidence que la totalité¢ du
cholestérol accumulé par le foetus au cours de la gestation n’était pas exclusivement issue de
la biosynthése du cholestérol par le foie feetal. Le sac vitellin etle placenta semblent prélever
les lipoprotéines maternelles. Le cholestérol transporté par les lipoprotéines maternelles
apparait donc comme une source exogeéne possible pour approvisionner le feetus. Une
meilleure compréhension de ce processus est nécessaire pour élucider les mécanismes du
développement feetal. Puis, Wyne et al. (Wyne and Woollett, 1998) ont mis en évidence,
toujours chez le hamster, le role de plusieurs récepteurs aux lipoprotéines maternelles dans la
clearance de ces macromolécules au niveau de la surface placentaire, En effet, le récepteur
aux LDL (LDLR) est exprimé au niveau des membranes placentaires, confirmant ainsi
I’entrée des LDL dans le placenta et donc un apport maternel possible de cholestérol. De
plus, le récepteur éboueur de classe B type 1 (SR-B1) et la glycoprotéine 330 (gp 330), qui
sont impliqués dans I’efflux de cholestérol, sont aussi exprimés par le placenta. Ces résultats
appuient ’hypothése d’une sécrétion de cholestérol maternel dans la circulation feetale.
D’autres études viennent confirmer la contribution de 1’apport maternel du cholestérol au
foetus (Furuhashi et al., 1989; Lee et al., 2005; Overbergh et al., 1995; Wittmaack et al.,
1995). Ces études démontrent la capacité du placenta a prélever les Lipoprotéines, celle-ci
étant associée a une augmentation du cholestérol chez le feetus. Cependant, une étude, menée

par Schmid et al. (Schmid et al., 2003) valide ce principe. En effet, cette demiére, réalisée in
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vitro avec la lignée de cellules trophoblastiques BeWo, montre que le cholestérol
extracellulaire est prélevé a la surface apicale de 1a cellule, ensuite, il est transporté jusqu’a la

membrane basale pour étre excrété.

1.3. Les apolipoprotéines

Tous les aspects du transport du cholestérol maternel jusqu’au feetus n’ont pas encore été
étudiés. Parmi ceux-ci, on retrouve les protéines responsables du transport des lipides dans le
sang, les apolipoprotéines. En effet, les lipides sont des molécules insolubles dans le sang,
par conséquent ils sont véhiculés par des protéines, les apolipoprotéines. Le complexe formé
est alors nommé lipoprotéine. Différentes cbmbinaisons_de lipides et de protéines produisent
des lipoprotéines de densité¢ différente (VLDL, LDL, IDL, HDL). Sous cette forme, les
lipides sont solubles dans le sang et peuvent étre acheminés dans toutes les cellules de
I’organisme. Les apolipoprotéines sont donc au centre du transport lipidique. Ce sont des
glycoprotéines dont la masse moléculaire est trés variable (de 6500 a 550000 Da). On en
retrouve plusieurs types, chacun pouvant avoir plusieurs isoformes. Les plus importants sont
les apolipoprotéines de type A (apoA), B (apoB), C (apoC), D (apoD) et E (apoE). Elles sont
retrouvées chez I’humain ainsi que tous les mammiferes. Leur synthése se fait principalement
au niveau du foie et de I’intestin, mais d’autres organes sont capables de les produire comme
le cerveau, les reins, le coeur et le placenta. Etant les transporteurs du cholestérol dans le
sang, les apolipoprotéines sont également associées a [’hypercholestérolémie et a

’athérosclérose.

1.3.1. L’apolipoprotéine A-1

L apoA-I est une des premiéres apolipoprotéines a avoir été identifiée et caractérisée.
C’est un polypeptide de 28000 Da, composé de 243 acides aminés. Sa séquence fut décrite
par Brewer et al. (Brewer et al, 1978). Le gene de I’apoA-I est localisé sur le chromosome 11.
Il appartient & une superfamille de génes regroupant les génes codant pour des

apolipoprotéines interchangeables au sein des lipoprotéines : I’apoA-L, ’apoA-I1, les apoCs,
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JapoE (Li et al., 1988). Cette propriété est issue de 1’évolution (duplications, mutations) d’un
méme gene ancestral.le locus du géne de [’apoA-I est a proximité du gene de 1"apoC-II1 et de
’apoA-IV (Bruns et al., 1984; Karathanasis, 1985). Ce complexe multigénique est soumis a
un polymorphisme qui a été associé a des altérations du métabolisme lipidique (Ordovas et
al., 1989; Tybjaerg-Hansen et al., 1993). Le foie et ’intestin sont les organes qui produisent
le plus d’apoA-1 (Wu and Windmueller, 1979).(Zannis et al., 1985).

1.3.1.1. Régulation de 1’apolipoprotéine A-1

Le promoteur du géne de 1’apoA-I posséde quatre domaines nommés A, B, C et D, Les
séquences B, C et D sont responsables de la transcription du géne dans les cellules de la
lignée HepG2 (Papazafiri et al,, 1991). Ces séquences lient un facteur de transcription
hépatique nucléaire (HNF-4) et la protéine activgtrice de la séquence CCAAT (C/EBP).
L’expression de 1’apoA-1 dans la lignée Caco-2 nécessite I’activation d’une séquence du
promoteur de PapoClIlI et la présence de HNF-4 (Kardassis et al., 1997). HNF-1, HNF-3,
HNF-4 et C/EBP sont quatre facteurs de transcription majeurs présents dans le foie
(Pontoglio, 2000; Schrem et al., 2002; Sladek, 1994). Les €léments B et D contiennent des
séquences de réponse aux hormones (Papazafiri et al., 1991; Tzameli and Zannis, 1996). En
effet, une multitude d’hormones régulent ’expression de 1’apoA-I a plusieurs niveaux,
transcription et post-transcription. Ainsi, les hormones thyroidiennes (Apostolopoulos et al.,
1987; Strobl et al., 1990; Taylor et al., 1996; Vandenbrouck et al., 1995), les hormones
stéroidiennes (Kalin and Zumotf, 1990), les glucocorticoides (Elshourbagy et al., 1985a), les
rétinoides (Zech et al., 1983) et I’insuline (Lin, 1988; Murao et al., 1998) affectent ce
processus. Le cholestérol étant fe précurseur des hormones stéroidiennes et considérant le
role crucial de celles-cl lors de la grossesse, I’expression de 1’apoA-] dans le placenta est

nécessaire a la compréhension de la physiologie placentaire.
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1.3.1.2. Fonctions de 1’apolipoprotéine A-1

L’apoA-I est un composant essentiel des HDL. Elle est importante non seulement pour
le transport, mais également pour la structure de la lipoprotéine. En effet, chaque HDL
contient au minimum une copie de I’apoA-1. Les HDL sont impliquées dans le mécanisme de
transport inverse du cholestérol. Ce procédé consiste a capter le cholestérol des cellules en
périphérie pour le transporter jusqu’au foie ou il sera dégradé par la voie de synthése de la
bile (Fielding and Fielding, 1995; Yokoyama, 2000). Trois mécanismes permettent le
transport inverse du cholestérol : la diffusion aqueuse (Johnson et al., 1991), le procédé
faisant intervenir un transporteur avec domaine liant I’ATP de type Al (ABCAI) (Lawn et

al., 1999) et le flux de cholestérol induit par SR-B1 (de la Llera-Moya et al., 1999).

L’apoA-I a un role important dans ces trois systemes. Le processus de diffusion est régulé par
un gradient de cholestérol entre le donneur (la cellule) et I"accepteur (une molécule de HDL)
(Phillips et al., 1987). L’apoA-I semble impliquée dans le transport intracellulaire du
cholestérol vers la membrane, au niveau des cavéoles. L’apoA-I participe a 1’enrichissement
de la membrane en cholestérol, favorisant ainsi le gradient et donc la diffusion (Sviridov et
al,, 2001). Conjointement, 1’apoA-1 et ABCA1 participent a la formation des HDL et a
’efflux de cholestérol (Panagotopulos et al., 2002). L’apoA-1 régule ABCA1 au niveau post-
transcriptionel. En effet, la stabilit¢ d’ABCA1 dans le cytoplasme nécessite la formation d’un
complexe avec I’apoA-I qui empéche la dégradation (Arakawa and Yokoyama, 2002). SR-B1
est un récepteur multi ligands (HDL, LDL, LDL oxydées) (Rigotti et al., 1995). Le
cholestérol est acheminé jusqu’au foie ou il est capté par SR-B1 qui reconnait 1’apoA-I

(Thuahnai et al., 2003).

L’apoA-I est également impliquée dans un autre processus facilitant le transport inverse du
cholestérol en tant que cofacteur de 1’acyltransférase de cholestérol par la lécithine (LCAT).
L’activation de la LCAT par I’apoA-I permet [’estérification du cholestérol sanguin sur les
HDL (Jonas, 2000). Cette modification est essentielle pour la maturation de ces lipoprotéines

(McManus et al., 2000).
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Le transport inverse du cholestérol est indispensable puisque la majorité des cellules
somatiques ne sont pas capables de dégrader le cholestérol (Fielding and Fielding, 1995). Ce
processus permet donc de diminuer la concentration de cholestérol dans les organes
périphériques ainsi que dans la circulation. Une altération de ces mécanismes entraine donc
une accumulation de cholestérol dans la cellule et dans la circulation. Cette perturbation
engendre une hypercholestérolémie et favorise le développement de 1’athérosclérose. La
place de I’apoA-I au sein du systeme de transport du cholestérol permet d’envisager un role
important de cette protéine dans I’étiologie de ’athérosclérose. En effet, I’apoA-I est souvent
caractérisée de facteur antiathérogénique. Ordovas et al.(Ordovas et al., 1989) ont montré
qu’une mutation au niveau du complexe multigénique comprenant 1’apoA-I accélere le
développement de 1’athérosclérose. Une autre €tude a caractérisé ce rdle protecteur de
I’apoA-1 par une surexpression du gene dans un modéle d’hypercholestérolémie chez la
souris (Belalcazar et al., 2003). De plus, Ou et al.(Ou et al., 2003) ont observé une
restauration de la fonction vasculaire de I’épithélium de souris hypercholestérolémique par un
mimétique de 1’apoA-l. Cette protéine apparait donc comme une composante clé dans le
transport du cholestérol. Bien que le placenta soit capable de synthétiser 1’apoA-I
(Richardson et al., 1996), I’expression de cette protéine dans cet organe n’a pas encore été

déterminée dans le cadre du transport du cholestérol entre la mére et le feetus.

1.3.2.  L’apolipoprotéine B

L’apoB est I’apolipoprotéine la plus étudiée a ce jour. Deux formes sont retrouvées chez
’humain, 1’apoB100 et ’apoB48. L’apoB100 a une masse de 550000 Da. La deuxieme
forme est une protéinc tronquée et dont la masse équivaut a 48% de celle de I'apoB100 (Kane
et al., 1980). Contrairement aux autres apolipoprot¢ines, elle n’est pas interchangeable.
L’apoB100 est principalement synthétisée par les hépatocytes et les entérocytes alors que
1’apoB48 est issue exclusivement des entérocytes (Cladaras et al., 1986; Kane, 1983). C’est
un élément fondamental du transport des lipoprotéines comme les LDL, les IDL et leurs
précurseurs les VLDL (Jackson et al., 1976). L’apoB est responsable du transport des lipides

des intestins au foie puis du foie a toutes les cellules du corps. Elle est donc au centre du
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transport du cholestérol destiné a I’approvisionnement des cellules des organes périphériques.
La régulation de I’apoB est complexe et intervient principalement au niveau de la post-

transcription.
1.3.2.1. Régulation de 1’apolipoprotéine B

Le géne de ’apoB est localisé sur le chromosome 2 chez ’humain (Law et al., 1985),
Plusieurs facteurs sont capables de réguler la transcription du géne. Ce dernier comporte
plusieurs séquences capables de lier les principaux facteurs de transcription hépatiques.
Ainsi, HNF-3 (Paulweber et al., 1993), HNF4 (Ladias et al., 1992) et C/EBP (Zannis et al.,
1991) peuvent lier certaines séquences du promoteur pour en réguler la transcription. En
effet, des mutations au niveau des sites de liaison de ces facteurs de transcription entrainent
une diminution drastique (plus de 90%) de I‘activité du promoteur. La transcription du géne
produit un seul acide ribonucléique ‘messager (ARNm). L’apoB100 et I’apoB48 sont issues
de ce méme ARNm. La ségrégation nait de la substitution d’une base cystéine par un uracile
en position 6666 du géne. En conséquence, la glutamine au codon 2153 est remplacée par un
codon stop, terminant prématurément la traduction pour former ’apoB48 (Powell et al.,

1987). Ce mécanisme est appelé édition de I’ARNm de 1’apoB.

La régulation de I’expression de I’apoB est également dépendante de Pactivité endocrine de
Porganisme. Plusieurs études réalisées sur la lignée HepG?2 et le foie de rongeurs ont montré
une influence des hormones thyroidiennes sur la transcription du géne (Theriault et al., 1992).
De plus, elles régulent le processus d’édition de I’ARNm (Davidson et al., 1990; Davidson et
al.,, 1988) (Mukhopadhyay et al., 2003). D’autres hormones comme i"hormone de croissance,
les glucocorticoides et 1’insuline modulent également ce mécanisme (Linden et al., 2000;
Lorentz et al., 1996). Aussi, la concentration de 1’apoB dans le sang semble étre associée aux
estrogénes et a la testostérone (Kutteh et al., 1994). Du fait de ’exacerbation du systéme
endocrinien pendant la grossesse, 1’étude de I’expression de 1’apoB placentaire pourrait étre

utile a la compréhension des mécanismes impliqués dans le développement feetal.
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1.3.2.2. Fonctions de I’apolipoprotéine B

Le role principal de ’apoB est d’approvisionner en cholestérol les organes périphériques
par I'intermédiaire des LDL. L’apoB est I’élément central de la structure des VLDL et LDL.
En effet, les personnes souffrant d’abetalipoprotéinémie n’ont pas d’apoB incorporée dans les
LDL. Ces personnes ont de graves carences en cholestérol et autres lipides, suggérant un role

crucial de ’apoB dans I"assemblage des VLDL et LDL (Kayden, 1972).

L’initiation de la synthése des lipoprotéines et de I'apoB s’effectue dans le réticulum
endoplasmique (Claude, 1970; Olofsson et al., 1987). De plus, il semble que ’assemblage
des VLDL se termine avec ’entrée dans 'appareil de Golgi (Glaumann et al., 1975). Dans le
réticulum endoplasmique, ]’af)oB synthétisée subit une régulation post-transcriptionelle
complexe par un systeéme de translocation partielle (Sakata et al., 2001). Cette translocation
permet un transport rétrograde dans le cytosol et I'entrée de ’apoB dans une voie de
dégradation pré-sécrétoire par le systéme ubiquitine-protéasome (Fisher et al., 1997; Yao et
al., 1997; Zhou et al., 1998a). Le processus de translocation est régulé par plusieurs facteurs,
dont la 7-OHChol et les oxystérols suggérant un réle du cholestérol cellulaire dans
I’expression de P"apoB (Du et al., 1999). De plus, plusieurs protéines chaperonnes sont

requises pour I’entrée de 1’apoB dans la voie de dégradation.

La protéine microsomale de transfert de triglycérides (MTP) est nécessaire pour initier
’assemblage des VLDL a partir de ’apoB (Davidson and Shelness, 2000). La MTP permet la
translocation des lipides du cytoplasme sur I’apoB localisée dans la lumiere du réticulum
endoplasmique (Wetterau and Zilversmit, 1986). Elle permet la lipidation de [’apoB,
dépendamment de la disponibilité des lipides dans la cellule (Wetterau et al,, 1992). Une
lipidation incompléte de 1’apoB par la MTP active le mécanisme de dégradation de ’apoB
(Benoist and Grand-Perret, 1997). Ainsi, I'activité de la MTP régule la quantit¢ d’apoB
excrétée (Raabe et al., 1998).

Les VLDL séerétés dans la circulation évoluent en IDL puis en LDL grace a I'intervention de
deux lipases: la lipase hépatique (HL) et la LPL. A la périphérie, notamment dans le

placenta, des récepteurs membranaires spécifiques aux LDL (LDLR) reconnaissent 1’apoB



(Wyne and Woollett, 1998). La lipoprotéine est ensuite internalisée et I’apoB est totalement
catabolisée en acides aminés. Les LDL sont la source exogene principale de lipides et de

cholestérol pour I’organisme (Brown and Goldstein, 1976).

Les niveaux de sécrétion de I’apoB sont impliqués dans plusieurs pathologies. La littérature
actuelle admet que laugmentation du cholestérol sanguin, ou hypercholestérolémie, est
toujours associée a une concentration élevée de LDL et d’apoB. L’accumulation des I.DL
dans les artéres favorise leur oxydation par des radicaux libres (Witztum, 1993). Les LDL
oxydées sont trés athérogéniques (Olofsson and Boren, 2005). En effet, elles sont prélevées
dans la circulation par les récepteurs aux LDL oxydées de type 1 (LOX-1) et les SR-B1 qui
sont fortement exprimés par les monocytes et macrophages présents au niveau de
1I’épithélium vasculaire (Takahashi et al., 1992). Les LDL oxydées et LOX-1 contribuent
ainsi a la formation de 1’athérome dans les artéres (Tsimkas, 2006). De plus, ces
lipoproteines semblent avoir des propriétés chémoattractives vis a vis des monocytes
circulents (Berliner et al., 1990). L’apoB apparait donc comme un marqueur du

développement de I’athérosclérose (Mehta et al., 2006).

La synthése de 1’apoB a été démontrée dans le placenta (Madsen et al., 2004). Cependant,
aucune information sur l'expression de ’apoB placentaire en fonction du cholestérol
maternel n’est disponible. Pourtant, son étude est nécessaire puisqu’une probable origine
feetale de 1’athérosclérose a été avancée dans la littérature (Palinski and Napoli, 2002;

Radunovic et al., 2000).
1.3.3.  L’apolipoprotéine E

L’apoE est une protéine de 39000 Da dont le gene est localisé sur le chromosome 19. Le
geéne appartient a un complexe multigénique comprenant également ’apoC-1, ’apoC-IV et
1’apoC-1I. Un polymorphisme de 1’apoE existe chez ’humain (Utermann et al., 1980). Trois
isoformes différentes peuvent étre produites 1’apoE2, 1’apoE3 et I’apoE4 provenant de trois

alleles distinets.  Ainsi, six génotypes possibles ont ¢€té identifiés chez 1’humain,
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dépendamment de la combinaison d’alléle. Les différences entre ces protéines sont minimes
(une différence de deux acides aminés) mais importantes puisqu’elles modifient la capacité
de I’apoE a lier les lipides (Salah et al., 1997) ou affectent I’affinité de la liaison apoE-
récepteur (Rall et al., 1982). Plusieurs études montrent une influence du polymorphisme sur
le métabolisme du transport du cholestérol (Lehtimaki et al., 2002; Tsuda et al., 2001).
L’apoE-est donc un élément central du transport du cholestérol. Ce polymorphisme est aussi
retrouvé lors de la grossesse et influence le métabolisme des lipoprotéines (McGladdery and
Frohlich, 2001). L’apoE entre dans la composition des lipoprotéines de type VLDL, 1DL,
LDL et HDL. Sa fonction principale est donc de permetire la solubilisation des lipides pour
que leur transport dans la circulation puisse s’effectuer. Contrairement aux autres
apolipoprotéines, I’apoE est synthétisée dans le foie, le cerveau et la majorité des tissus
périphériques (Zannis et al., 1985), y compris le placenta (Rindler et al.,, 1991). L’apoE

pourrait jouer un réle important dans le transport du cholestérol de 1a mére au feetus.

1.3.3.1. Régulation de ’apolipoprotéine E

Smith et al. (Smith et al., 1988) ont montré que le promoteur de 1’apoE posséde six
¢léments régulateurs proximaux (nommé de I 4 VI). A Pintérieur du promoteur, deux autres
régions, DI et DI ont ¢té identifiées. Les éléments 1, Il et IV sont reconnus par le facteur de
transcription Spl. Les aufres éléments proximaux lient des protéines qui ne sont pas encore
identifiées. Cependant, DI et DII sont essentiels dans la transcription du gene au niveau
hépatique. L’activation ou non de ces €léments régulateurs va déterminer |’expression de
I’apoE dans les différents organes. De plus, deux autres régions localisées de part et d’autre
du pseudogéne de I’apoC-1, sont également nécessaires pour la transcription hépatique de
I’apoE (Simonet et al., 1991). Ces séquences sont sensibles aux facteurs de transcription
hépatiques comme HNF-3, HNF-4 et C/EBP (Dang and Taylor, 1996; Dang et al., 1995).
Tout comme 1’apoA-1 et I’apoB, I’apoE est sensible aux hormones, notamment les hormones
thyroidiennes (Benvenga et al., 1993), I’hormone de croissance (Oscarsson et al., 1991) et
Iestradiol (Struble et al., 2006). L’insuline a un effet sur I’apoE seulement en co-traitement

avec des glucocorticoides de synthese (Lin, 1988).
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1.3.3.2. Fonctions de I’apolipoprotéine E

Plusieurs fonctions sont attribuées a 1’apoE (Mahley, 1988). Elle semble en effet avoir
des propriétés antioxydantes (Miyata and Smith, 1996), antiprolifératives (Ishigami et al.,
1998) et immunorégulatrices (Zhou et al., 1998b). L’expression de I’apoE dans le cerveau
laisse penser que cette protéine a une fonction particuliere dans le systéme neuronal
(Elshourbagy et al., 1985b). En effet, I’isoforme apoE4 est associ¢e au développement de la
maladie d’Alzheimer (Strittmatter et al., 1993). Depuis cette découverte, plusieurs études
viennent appuyer cette hypothése. Ces études ont montré une expression spécifique de 1’apoE
par les cellules gliales du cortex frontal et de I’hippocampe, structure impliquées dans la
mémoire (Harris et al., 2004; Xu et al., 1999). Dans cette pathologie, 1’apoE aurait pour
fonction de réguler 1’homéostasie du cholestérol dans les neurones (Herz and Bock, 2002;
Poirier, 2005). ‘Dans le cerveau, 1’apoE semble étre le transporteur principal des
lipoprotéines. Elle régulerait le transport du cholestérol dans tout le syst¢me nerveux central.
De plus, chez le feetus, elle participe au développement du systéme nerveux (Witsch-
Baumgartner et al., 2004). L’estradiol et les oxystérols pourraient influencer I’homéostasie du
cholestérol en modulant ’expression de I’apoE au niveau du cerveau (Abildayeva et al.,

2006; Struble et al., 2006).

Cependant, la régulation de I’homéostasie du cholestérol par I’apoE n’est pas restreinte aux
neurones, elle est présente dans tout I’organisme. En effet, bien que 1’apoE soit associée aux
VLDL, IDL et aux LDL, elle est considérée comme un élément important du transport
inverse du cholestérol. L’apoE participe a ce mécanisme de maniere tres active. L.’apoE est
un ligand de la majorité des récepteurs aux lipoprotéines. Elle est reconnue notamment par
SR-B1 (Thuahnai et al., 2001), le récepteur aux VLDL, le LDLR (Weisgraber, 1994) et le
récepteur apparenté¢ au LDLR (LRP) (Beisiegel et al., 1989; Fisher et al., 2000; Herz and
Bock, 2002; Zhu and Hui, 2003). De plus, il semblerait que I’apoE puisse lier le LDLR avec
une haute affinité comparé a I’apoB. Cette polyvalence de ’apoE pour les récepteurs aux
lipoprotéines permet d’accélérer le prélévement du cholestérol par les cellules. Cependant, un
autre r6le dans le transport inverse du cholestérol peut lui étre attribué. L’apoE est, comme

’apoA-I, un cofacteur de la LCAT (Zhao et al., 2005). Son role dans I’athérosclérose est
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admis dans la littérature et est trés utilisé dans la recherche. En effet, un des modéles animaux
d’athérosclérose le plus courant est un rongeur mutant pour le géne de ’apoE (Magoori et al.,
2003; Rosenblat et al, 2006, Yu et al, 2006). Ce modéle développe toutes les
caractéristiques de 1’athérosclérose : 1’hypercholestérolémie, le développement des plaques
athéromateuses et 1'effervescence du systéme immunitaire. L’apoE diminue la concentration
de cholestérol dans le sang, suggérant un effet antiathérogénique. Néanmoins, ’apoE peut
influencer le développement de 1’athérosclérose par un autre mécanisme non identifié

(Tsukamoto et al., 2000).

Il semblerait que le transport du cholestérol par cette apolipoprotéine soit régulé par le
cholestérol lui-méme. En effet, I’ajout de cholestérol influencerait I’expression de 1’apoE
dans une lignée cellulaire dérivée des adipocytes (Mazzone et al., 1989; Zechner et al., 1991).
Cette hypothese fut confirmée par la suite en utilisant des LDL (Mazzone and Basheeruddin,
1991). Cette régulation pourrait dépendre du récepteur X du foie LXR (sous la forme d’un
complexe hétérodimérique RXR/LXR) et donc de la concentration intracellulaire
d’oxystérols (Laffitte et al., 2001). Malis, I’effet protecteur de I’apoE contre 1’athérosclérose

semble étre régulé directement par le cholestérol, via I’AMPc (Santillo et al., 1999).

Comme 1’apoA-I et I’apoB, ’apoE apparait comme une protéine importante de la régulation
du transport du cholestérol. L’étude de son expression dans le placenta apporterait
probablement des informations supplémentaires sur I’apport maternel de cholestérol au feetus.
Quelques études appuient cette idée. En effet, I’apoE est synthétisée par le placenta et le sac
vitellin pendant la grossesse (Rindler et al., 1991). Les concentrations d’apoE sont élevées
dans ces tissus, suggérant que les lipoprotéines contenant 1’apoE placentaire pourraient étre
une source d’approvisionnement feetal en cholestérol (Elshourbagy et al., 1985b). De plus, un
débalancement de 1’apoA-l vers I’apoE sur les HDL dans le sang feetal a ét¢ démontré
(Nagasaka et al., 2002), suggérant que le role de I’apoE serait au niveau du transport inverse
du cholestérol dans la circulation feetale. Cependant, I’influence du cholestérol maternel sur

I’expression de 1’apoE placentaire n’a pas été étudiée.
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1.3.4.  Les autres apolipoprotéines

1.3.4.1. L apolipoprotéines A-II

L’apoA-II est synthétisée dans le foie et dans ’intestin sous la forme d’une protéine de
16500 Da. C’est aussi un composé majeur des HDL. Cette protéine fait partie des
apolipoprotéines interchangeables, mais ses fonctions ne sont pas encore bien définies
(Blanco-Vaca et al., 2001). Il semble que I’apoA-II ait un réle important dans le remodelage
constant des HDL. Un caractére hydrophobe plus important pour I’apoA-II lui confére une
meilleure affinité pour les phospholipides que 1’apoA-1 (Ibdah et al., 1989). L apoA-II a un
réle dans le transport inverse du cholestérol, mais 1’effet est moins marqué que pour I’apoA-I
(Lund-Katz et al., 1996). Elle affecte également le rendement de LCAT et de la protéine de
transfert des esters de cholestérol CETP (Durbin and Jonas, 1999; Guyard-Dangremont et al.,
1994).. En présence de I'apoA-Il, I’estérification du cholestérol est moins importante et le
transfert des esters de cholestérol est diminué (Blanco-Vaca et al., 2001). Le role de ’apoA-II
dans 1’athérosclérose est ambigu. L’apoA-Il semble avoir des effets favorisant le
développement de 1’athérosclérose tout en ayant des fonctions protectrices vis-a-vis de cette

pathologie (Tailleux et al., 2002).

1.3.4.2. Les apolipoprotéines C

Trois types majeurs d’apoCs ont été identifiés dans cette famille, 1’apoC-I, 1’apoC-II,
I’apoC-III (Jong et al., 1999). Les trois génes codant ces protéines ne sont pas sur le méme
chromosome (chromosome 19 pour 1’apoC-I et 1’apoC-II et chromosome 11 pour 1’apoC-I11).
Elles sont synthétisées par le foie (Davison et al., 1986; Karathanasis, 1985; Smit et al., 1988)
et elles sont présentes dans toutes les fractions lipoprotéiques. Les apoCs ont plusieurs roles
dans le métabolisme lipidique. Elles ont des effets différents sur les enzymes de ce
métabolisme. L’apoC-I est un activateur de la LCAT et un inhibiteur de la CETP. Elle a
également la capacité d’empécher la liaison de ’apoE des VLDL avec le LDLR, le LRP et le

récepteur aux VLDL. L’apoC-II est un inhibiteur de la LCAT et un activateur ot un
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inhibiteur (effet dépendant de la concentration de 1’apoC-I1) de la LPL. I.’apoC-111 active la
CETP, mais elle diminue 1’activité de la LCAT, de la HL et de la LPL. Ces lipases sont
importantes pour la maturation des lipoprotéines dans le sang. Le mécanisme d’action des
apoCs mis en jeu semble étre I’encombrement stérique de la lipoprotéine. Ainsi, elles
influencent la présentation des ligands ou cofacteurs (généralement les autres

apolipoprotéines) aux enzymes et aux récepteurs (Jong et al., 1999).

1.3.4.3. L’apolipoprotéine D

L’apoD est une protéine plasmatique de 28000 Da (Ayrault-Jarrier et al., 1963). La
localisation du gene est variable selon les especes, chez I"humain, le locus est situé sur le
chromosome 3 (Drayna et al., 1987). L’ARNm de I’apoD est exprimé faiblement dans le foie
et les intestins, par contre des niveaux plus importants sont retrouvés dans le cerveau, le
péncréas, les reins, les ovaires, les testicules et le placenta (Boyles et al., 1990; Provost et al.,
1991; Seguin et al., 1995). Dans le sang, I’apoD est surtout associée aux HDL (McConathy
and Alaupovic, 1976; Vezina et al., 1988). La séquence du gene ne présente pas de similarité
avec les autres apolipoprotéines (Drayna et al., 1986), mais elle contient des éléments de
régulation pour les hormones stéroidiennes (Lambert et al., 1993). Par contre, la structure de
1’apoD comporte de fortes ressemblances avec celle des lipocalines. Ces derniéres sont des
transporteurs de protéines intervenant dans divers processus biologiques. L’apoD lie
principalement les hormones stéroidiennes, I’acide arachidonique et la bilirubine (Akerstrom
et al., 2000). L hypothése d’une liaison avec le cholestérol a également été avancée, mais la
littérature est controversée a ce sujet (Patel et al., 1997; Peitsch and Boguski, 1990).
Ceper{dant, 1’apoD pourrait avoir un réle dans le transport inverse du cholestérol (Steyrer and
Kostner, 1988). L’apoD est treés €étudiée dans le cerveau. Comme 'apoE, I’expression de
I’apoD est localisée dans des atres spécifiques du cerveau (Terrisse et al., 1999). De plus, elle
semble également impliquée dans la régéneration des neurones du systeéme nerveux (Spreyer
etal., 1990). L’apoD apparait aussi comme un €lément impliqué dans la maladie d’Alzheimer
(Terrisse et al., 1998; Thomas et al., 2003). L’expression de ["apoD dans le placenta pourrait

étre important pour le transport hormonal et/ou la formation du systeéme nerveux. En cffet,
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Sanchez et al. (Sanchez et al., 2002) ont montré que I’apoD était exprimée dés le début de

I’embryogenése.

1.3.4.4. Les apolipoprotéines L

Quatre apol ont ét¢ identifiées, dont les geénes sont localisés sur le chromosome 22.
L’apoL-I et ’apoL-IL sont plus exprimées que apoL-Ill et apoL-IV. La synthése de ces
protéines se fait dans plusieurs organes, mais le placenta apparait comme étant I’organe qui
en synthétise le plus aprés le foie. L’apoL-I et I’isoforme b de ’apoL-IV se retrouvent dans le
milieu extracellulaire (dans toutes les fractions lipoprotéiques) alors que I'apol-II, I’apoL-I1I
et ’isoforme a de 1’apol-IV restent dans le milieu intracellulaire. Leur fonction n’a pas été
déterminée. Mais il semble qu’elles aient un réle dans le métabolisme lipidique puisque les
génes contiennent des éléments de réponse aux stérols. Elles semblent impliquées dans la
sécrétion et le transport des lipides de méme que dans le transfert des lipides entre les
différentes lipoprotéines (Duchateau et al., 2000; Duchateau et al., 2001; Duchateau et al.,
1997).
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1.4. Buts du projet

Le transport des lipides par les apolipoprotéines fait partie intégrante du métabolisme
lipidique. Le réle des apolipoprotéines pendant la grossesse semble important puisqu’une
partie du cholestérol feetal provient de la circulation maternelle. L’expression des
apolipoprotéines par le placenta est donc nécessaire pour mieux comprendre les échanges

lipidiques entre la mére et son feetus.

De plus, si I’on considére que I’apport matemel de lipoprotéines par le placenta affecte
I’homéostasie du cholestérol chez le feetus, que la grossesse est associée a une ¢lévation du
cholestérol maternel et qu’une élévation du cholestérol favorise la formation d’athérome, une
question peut étre posée. Est-1l possible que, lors de la grossesse, tous les feetus soient
prédisposés a développer V’athérosclérose? Pourtant ’athérosclérose n’affecte pas toute la
population. Ce projet vise a apporter plus d’information sur ce point. L’une des voies
impliquée dans le transfert du cholestérol au feetus est celle des apolipoprotéines placentaires.
L’ étude porte sur I’apoA-I, 1’apoB et I’apoE qui représentent les frois apolipoprotéines
indispensables au transport du cholestérol par les lipoprotéines. De plus elles sont souvent
associées a l’athérosclérose. Une meilleure connaissance de leur régulation au niveau
placentaire pourrait permettre de déterminer si le placenta est capable de contréler I’apport de
cholestérol maternel pour préserver la santé du feetus en régulant les apolipoprotéines

placentaires.

Ainsi, les hypothéses spécifiques se ce projet sont :

Le cholestérol materne] affecte la régulation des apolipoprotéines placentaires (apoA-I, apoB
et apoE)

Des taux élevés de cholestérol maternels vont favoriser une augmentation du transfert de
cholestérol par I’intermédiaire des lipoprotéines contenant 1’apoB. Cette régulation pourrait

favoriser le développement de I’athérosclérose au stade feetal.
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2.3. ABSTRACT

Apolipoproteins (apos) are the most important structural and functional constituent of plasma
lipoproteins. ApoA-I, apoB and apoE are associated with hypercholesterolemia and
atheroslerosis in adults. Moreover, several studies suggested that fetal programming may play
‘a role in the development of these diseases in adults. Thus, the regulation of placental apos by
maternal cholesterol supply was investigated. In this study, 59 pregnant women were
recruited and two class were etablished according maternal total cholesterol level, a lower
median cholesterol class (LC) and a higher median cholesterol class (HC). After delivery,
placental tissues were collected. RNA and proteins were extracted. Apos mRNA expression
was evaluated by real time PCR and their protein levels were assayed by ELISA. Blood total
cholesterol, low density lipoprotein-associated cholesterol (LDL-C), high density lipoprotein-
associated cholesterol (HDL-C), TG, apoA-I and apoB were also tested in mother and
newborn blood. Our results showed a significant increase of maternal blood apoB (44%) and
LDL-C (74%) in HC group compaired to LC patients. In placental tissue extracts, only apoB
increase in HC patients. Indeed, apoB protein level significantly increases by 49% in HC
group. ApoB mRNA increases by 64% in placenta of HC group, eventhough this difference
was not significantly different. However, we noted no variation in placental apoA-I and apoE
levels in both mRNA and protein expression. In conclusion, high maternal total cholesterol
upregulates only apoB in placenta whitout affecting apoA-1 and apoE expression. This
suggests that placental apolipoprotein B might be involved in fetal programming of
atherosclerosis.
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2.4. INTRODUCTION

Apolipoprotein A-I (apoA-I), B (apoB) and E (apoE) are important structural and functional
constituent of plasma lipoproteins. These proteins allow cholesterol and triglycerides (TG)
solubilization in blood. Their principal functions are lipids transport and redistribution among
tissues through very low density lipoproteins (VLDL), low density lipoproteins (LDL) and
high density lipoproteins (HDL) (Scanu, 1972).

ApoB exists primarily as two isoforms, apoB-100 and apoB-48. Apo-B100 is highly
expressed in mammalian liver and is the principal component of LDL and VLDL (Davis,
1999). ApoB-48 is synthetised in small intestine and is the major component of chylomicrons
(Kane et al., 1980). In hepatocytes-endoplasmic reticulum, apoB-100 mediates lipidation of
VLDL (Davis, 1993). Furthermore, apoB secretion is regulated by the microsomal
triglyceride transfert protein (MTP). In the circulation, removal of LDL is promoted by apoB-
100 binding to LDL receptor (LDLR) which is expressed on cellular membranes. Then, entire
LDL particle is incorporated into the cells and apoB-100 is integrally degraded (Brown and
Goldstein, 1986). Thus, apoB-100 plays the major role in providing cholestero! supply to
peripheral tissues. Another mechanism has to retablish sterol balance, the reverse cholesterol
transport, a process whereby excess cholesterol is transported from peripheral cells back into
the liver where it will be degraded into biliary acids (Fielding et al., 1991). ApoA-I has
crucial role in this process and is mainly associated with HDL (Schonfeld and Pfleger, 1974).
Indeed, apoA-1 promotes HDL assembly through ATP Binding Cassette transporter Al
(ABCAI) interaction (Yamauchi et al., 2004). Furthermore, apoA-I acts as a cofactor for the
Lecithin Cholesterol Acyltransferanse (LCAT) which is responsible of blood cholesterol
esterification (Roosbeek et al., 2001). Finally, on hepatocytes membranes, the Scavenger
Receptor class B type 1 (SR-B1) allowed HDL uptake into cells through apoA-I binding (de
Beer et al., 2005). ApoE, another lipoprotein, is also involved in reverse cholesterol transport.
ApoL is a constituent of chylomicron remnants, VLDL and HDL and is associated with TG
metabolism. An important biochemical characteristic of human apoE stems from a genetic
polyrﬁorphism (Utermann et al., 1980). Three major forms exist, designated apoE2, apoE3
and apoE4, araising from three alleles. ApoE3 is the most frequent isoform whereas apoE4 is

found in a small part of population and is strongly associated with Alzheimer disease
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(Strittmatter et al., 1993). ApoE role consists in removal of plasma cholesterol by mediating
lipoprotein clearance from circulation. Indeed, apoE binds LDLR with high affinity (Fisher et
al., 2000) and leads to lipoprotein uptake into cells. ApoE binds also to other lipoprotein
receptors like SR-B1, VLDL receptor and LDL receptor-related protein (LRP) (Beisiegel et
al., 1989; Herz and Bock, 2002; Thuahnai et al., 2003). Moreover, apoE plays a role in
reverse cholesterol transport by acting as LCAT cofactor (Zhao et al., 2005). Thus, apoA-I
and apoE are crucial for removal of cholesterol from celis.

Thus, apoA-I, apoB and apoE are responsible of cholesterol availability in human circulation.
Hypercholesterolemia, one of the most frequent cholesterol disorder, is characterized by
measuring plasma levels of apoB(Serougne et al.,, 1995). Higher levels of apoB lead to
accumulation and oxydation of LDL-associated cholesterol (LDL-C). These oxydized LDL-C
are removed from circulation by macrophages and monocytes through the lectin-like oxidized
low-density lipoprotein receptor-1 (LOX-1). Thus, LDL-C and LOX-1 levels are involved in
atherosclerosis development (Mehta et al., 2006). Inversely, apoA-I and apoE are designated
as antiatherogenic factors because they decrease the cholesterol plasma levels (Belalcazar et
al., 2003; Tsukamoto et al., 2000). Moreover, it is well etablished that apoE knock-out mouse
is a suitable animal model for atherosclerosis studies. Eventhough apolipoproteins are
involved in atheroscleoris development, another possible origin of the pathology is fetal
programming (for review see reference (Palinski and Napoli, 2002)). As macromolecules,
lipoproteins can not cross the placenta. Therefore, apolipoproteins are synthetized and
secreted by the placenta and thus, provide cholesterol supply to the fetus (Madsen et al.,
2004; Richardson et al., 1996; Rindler et al., 1991). However, little is known about human
placental apolipoprotein regulation by maternal cholesterol levels. Therefore, the aims of this
study was to evaluate the effect of maternal total cholesterol level during pregnancy on
placental expression of apoA-I, apoB and apoE. We showed that maternal cholesterol level

upregulates the expression of apoB in placenta while apoA-I and apoE remain unchanged.
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2.5. MATERIALS AND METHODS

Population

The project included 160 pregnant patients of similar socio-economic situation. Prenatal care
was etablished for all recruited women. Biologic and hematologic exams (1% trimester of
pregnancy), ecography (16-18 weeks) and glycemic test for detecting gestational diabetes (26
weeks) were performed. Pregnant patients delivered at Saint-Luc Hospital of the Centre
Hospitalier de I’Université de Montréal (Montréal, QC, Canada). The study was approved by
the ethical committee of Saint-Luc Hospital and Université du Québec a Montréal (Montréal,
QC, Canada). All subjects provided written inform consent. The exclusion criteria were
regular or gestational diabetes, preeclampsia, hypertension, drug medication and

complication during pregnancy or at delivery.

Population study classification

After screening for exclusion criteria, we choose arbitrarily 59 women. A classification
according to mother TC was etablished. TC level was evaluated and population median was
6.36 mM. Two groups were created, a lower median cholesterol class (LC) represented by
women with TC inferior to 6.36 mM (n = 30) and a higher median cholesterol class (HC)
with patients with TC superior to 6.36 mM (n = 29).

Sampling procedures

At term, maternal blood, umbilical cord blood and placenta were collected. After
centrifugation, plasma samples were frozen at -20°C until analysis. TC, HDL-associated
Cholesterol (HDL-C), LDL-C and TG were assayed at Saint-Fran¢ois d'Assise Hospital in
Quebec City by Unicel DXCG600 Synchron Clinical system (Beckman-Coulter, Missisauga,
ON, Canada) according to manufacturer’s instructions. RIA or ELISA methods were
performed on plasma apolipoproteins in the Clinical biochemnistry laboratory of Centre
Hospitalier Universitaire du Québec (CHUQ) in Quebec City. For placental tissue
preparations, maternal and fetal membranes were excised; then, tissue samples were collected

and were immediately frozen at -80°C.



35

Apolipoprotein mRNA analysis

Total RNA was extracted from 30 ug of placental tissues using RNeasy Tissue® kit (Qiagen,
Missisauga, ON, Canada) as per the manufacturer’s instructions. cDNAs were then generated
at 37°C for 1 hour using 2 pg RNA using the Omniscript Reverse Transcriptas kit® (Qiagen,
Missisauga, ON, Canada) with 10 uM random poly(dT) in a total volume of 20 uL. The real
time PCR reactions (lightCycler®, Roche Applied Science, Laval, QC, Canada) were
performed in the presence of 0.5 uM of each primer using SYBR® premix Ex Taq (Takara
Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan), following the manufacturer’s instructions. A negative control
without cDNA was carried out for each set of reaction. Specific primer pairs were designed
with Primer Premier® 5.0 software (Premier Biosoft International, Palo Alto, CA, USA) and
each one was checked with BLAST analysis for speciﬁcity‘. In order to exclude the possibility
of genomic DNA amplification, primers were intron spanning. Primers were designed for
ApoAl, ApoB, ApoE and [3-2-microglobulin as internal control (see table I). All PCR
reactions were performed at 59°C for 40 cycles. Dissociation curves were run on all genes to
ensure amplification of a single product with the appropriate melting temperature (data not
shown). Dissociation curves and coefficient files were used for quantification studies with the

RelQuant® software version 1.01 (Roche Applied Science, Laval, QC, Canada).

Placental apolipoprotein quantification

Aliquots of tissue were weighted and total proteins were extracted with a mechanical
homogenizer using hypertonic buffer containning Tris-HCL (125 mM, pH 8), CaCl, (2 mM),
Triton X-100 (1.4% v/v), PMSF (1 mM), Leupeptin (1 uM), Pepstatin (1.46 uM). Total
protein quantification was performed by BCA method using Micro BCA Protein Assay kit®
following the manufacturer instructions (Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL, USA).
Apolipoproteins protein levels were assayed by ELISA according to manufacturer’s
instructions. Total Human Apolipoprotein Al ELISA Assay® and Total Human
Apolipoprotein B ELISA Assay® were purshaded from AlerCheck Portland (ME, USA) and
ApoE4/Pan-ApoE ELISA kit® from Medical and Biological Laboratories CO. (Naka-ku,
Nagoya, Japan) samples were diluted 1/1000, 1/100 and 1/50 before proceeding with the

assay.
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Statistical Analysis

Data were expressed as means + SEM except for clinical variables : gestational age, pre-
pregnancy body mass index (BMI), weight gain (WG) during pregnancy and newborn
weight) which are expressed as means + SD. Data were analyzed with ¢-test and correlation
coefficients were calculated with Pearson test. Results were considered significant at p values
< 0.05. All statistical analysis were performed using Prism 4.0° (GaphPad Soliware, San

Diego, CA, USA).
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2.7. RESULTS

Subject characteristics

Population study was composed of 59 pregnant women. Subjects were classified according
maternal TC to generate 2 groups, a control group with lower TC level (n = 30), called LC,
and HC which represented a high TC group (n = 29). Maternal and newborn blood lipids
profiles are shown in table II. No variation was observed within this classification in
gestational age and maternal WG during prenancy. However, mother pre-pregnancy BM1 was
significantly lower when mother TC was elevated. Indeed, BMI was 23.11 + 4.21 kg/m’ in
LC group and 20.64 + 3.28 kg/m’ in HC group. Mother’s TC, criteria of classification,
significantly increased by 41%, from 5.53 £ 0.13 mM in LC group to 7.80 = 0.18. As
expected, elevated maternal TC led to significantly higher matemal LDL-C and apoB levels
(74% and 44% respectively). Indeed, maternal LDL-C level increased in patients of HC
group, from 2.62 + 0.12 mM to 4.56 £ 0.15 mM compared to LC patients. Maternal blood
apoB level raised from 1.09 + 0.03 g/L in LC group to 1.57 £ 0.05 g/L. Furthermore, elevated
maternal TC showed no variation neither in maternal TG, HDL-C and apoA-I levels nor

newborn blood lipid profile.

Effects of maternal TC level on apolipoprotein expression

In order to see how maternal TC level affects placental apolipoproteins expression, real time
PCR were performed on ¢cDNA obtained from total RNA of placental tissue extraction
(n=20). Our results showed no significant difference in apoA-I and apoE mRNA between LC
and HC group (figure 1.A and 3.A). However, an increase in placental apoB mRNA level
(64%) was detected in HC group compared to LC group, eventhough this difference was not
significant (figure 2.A). Then, placental apolipoproteins protein levels were investigated by
ELISA (n=59). Like mRNA expression, apoA-1 and apoE protein level remain unchanged as
shown in figure 1.B and 3.B. However, placental apoB protein level followed mRNA
expression. Indeed, apoB level significantly rose from 11.40 + 0.85 pg/mg tissue in LC group
to 17.08 £ 1.25 pg/mg tissue in HC group (figure 2.B). This difference in apoB represented

an increase of 49% compared to control.
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Apolipoprotein correlations with lipid variables

Placental apolipoprotein protein levels (n = 59) were assayed for correlation with clinical and
biochemical characteristics in the mother and newborn using Pearson correlation coefficient
(table III). ApoA-I was positively correlated with placental apoA-I mRNA expression.
However, no significant correlations were observed between apoA-I and other variables. As
expected, apoB level was positively correlated with maternal TC and LDL-C. Moreover,
significant positive correlations were also found between placental apoB and maternal blood
TG and apoB. Furthermore, newborn blood TG and apoB levels were positively correlated
with placental apoB protein level. ApoE was only positively correlated with newborn blood
TG (p < 0.001). Other blood variables appeared to be independent of apoE protein level in

placenta.



40

2.8. DISCUSSION

In this study, we focused on the regulation of apoAl, B and E expression in the human
placenta by maternal blood cholesterol in order to study their effect on cholesterol transport
between the mother and the fetus. Subjects were divided into two groups, low and high
cholesterol evels (LC and HC respectively). We expected an increase of cholesterol transport
to the fetus in HC compared to LC. Maternal TC difference between LC and HC groups was
highly significant as shown in table II. However, no significant variation was observed
between the two groups in newborn blood lipids and apolipoproteins. Previous studies
showed no correlation between maternal and fetal cholesterol level near to term (Khoury et
al., 2005; Napoli et al., 1997). Moreover, mother and newborn clinical factors were not
affected by elevated maternal blood TC, except for pre-gregnancy BMI. However, according
to the March of Dimes recommendations, normal BMI varies from 18.5 to 24.9 kg/m* (March
of Dimes, 2005). In this study, the BMI values of both groups are included in this range and
therefore this variation i1s clinically not significant. Moreover, several studies showed no
relation between prepregnancy BMI and maternal blood cholesterol rate (Ramsay et al.,
2002; Silliman and Kretchmer, 1995). Thus, this suggests that BMI decrease in HC group
was not related to TC level in pregnant women. However, maternal TC strongly promoted
L.DL in maternal circulation by increasing LDL-C (74%) and apoB (44%). Indeed, high level
of apoB in hypercholesterolemic animals was reported in numerous studies (Dhingra and
Bansal, 2005; Srivastava et al., 1991). Moreover, Abraham et al. (Abraham et al., 1993)
showed that animals fed with atherogenic diet developed hypercholesterolemia probably by
increasing synthesis of apoB in hepatocytes and by promoting secretion of lipoproteins
associated with apoB. These results are consistent with our study. Indeed, results showed in
figure 2.B demonstrated placental apoB upregulation in HC group. Furthermore, we showed
a positive correlations between placental apoB level and maternal blood TC, LDL-C and
apoB. Thus, our results suggest that maternal cholesterol excess might be incorporated into
LDL particles through increasing apoB synthesis in placenta and therefore, high LDL-apoB
could be a responsible for fetal atherosclerosis developement.

One mechanism of apoB regulation by TC could be through MTP. Indeed, this protein is
responsible of apoB segregation in the cell and MTP binding to apoB regulates apoB
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translocation. Moreover, low MTP level enhances presecretory apoB degradation and
therefore apoB segregation by MTP regulates the rate of apoB secretion into circulation
(Adeli et al., 1995; Benoist and Grand-Perret, 1997). Furthermore, Tiege et al. (Tietge et al.,
1999) showed an increase in apoB by hepatic MTP overexpression. Moreover, two studies
demonstrated that liver MTP was upregulated in cholesterol fed hamster compared to normal
diet (Bennett et al., 1996; Hagan et al., 1994). This regulation might be induced at a
transcriptional level since MTP gene contains a modified sterol response element (SRE).
Madsen et al. (Madsen et al.,, 2004) showed MTP expression in human placenta and
therefore, we can hypothetized that maternal TC can induce MTP expression through SRE
activation. Thereafter, MTP might promote increase of apoB translocation and initiation of
apoB-rich lipoprotein assembly (VLDL and LDL). Further investigations are needed to
clarify this hypothesis.

Eventhought maternal cholesterol showed substantial apoB increase in placenta of HC group
compared to LC, our results showed no effect on placental ApoA-I and apoE expression.
Insterstingly, maternal blood HDL-C and apoA-I levels remain unchanged in both groups
(table II). Moreover, althought a positive correlation was observed between placental apoA-I
mRNA and apoA-I protein level (table III), our results showed no variation in placental
apoA-I expression between LC and HC groups (figure 1.A and 1.B). Our results are different
from other study where a significant elevation of dams TG, HDL-C and apoA-I levels was
observed in hypercholesterolemic fed hamsters (McConihay et al., 2001). In our study,
exclusion of severe pathologic (hypercholesterolemic) patients during recruitment could
explain this difference and consequently, variation in maternal TC level between groups
might not be enough strong to promote significant increase in TG, HDL-C and apoA-l.
Moreover, pregnancy is associated with endocrine system exacerbation and several hormones
seem to regulate apoA-I gene, including steroid hormones, thyroid hormones, retinoids and
insuline (for review, see (Hargrove et al., 1999)). Moreover, ApoA-I gene promoter contéins
hepatic nuclear factor (HNF) binding sequences. These transcriptional factors are involved in
estradiol and glucocorticoids signalisation pathway. Furthermore, Punnonen et al. (Punnonen,
1977) demonstrated a positive correlation between maternal TC and estradiol. Thus, high
maternal TC might promote placental apoA-1 expression through steroid hormones

metabolism alteration. Moreover, Murao et al. (Murao et al., 1998) showed that glucose can
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downregulate apoA-I gene expression in HepG2 cells. In addition, high endocrine activity
during late pregnancy results in insulin resistance. This allows higher glucose transport to the
placenta and the fetus and therefore can downregulate placental apoA-I expression. Thus,
placental apoA-I upregulation by steroid hormones and downregulation by glucose can
explain our results.

Furthermore, as shown in figure 3.A and 3.B no variation in apoE gene or protein expression
was observed between LC and HC groups. Several studies showed that hypercholesterolemia
had no effect on apol: gene transcription in liver of rodents (Apostolopoulos et al,, 1987;
Reue et al., 1984; Serougne et al., 1995). In addition, the same conclusion was reported in
HepG2 cells loaded with LDL (Kraft et al., 1992). However, numerous studies reported apoE
upregulation in macrophages and hepatocytes of hypercholesterolemic rats (Mazzone et al.,
1989; Santillo et al., 1999). Furthermore, hormonal regulation of apoE expression in placenta
can be suggested since Beckmann et al (Beckmann et al., 1991) observed a downregulation
of apoE in cultured human granulosa cells by progesterone. Nevertheless, apoE is usually
associated with TG metabolism and this is consistent with our results. Indeed, althought
placental apoE was not associated with maternal blood TG, it was correlated with newborn
TG (table III). Thus, as maternal hypercholesterolemia has no influence on placental apoA-I
and apoE metabolism, placental reverse cholesterol transport might play a minor role in
placental cholesterol metabolism.

in conclusion, we have demonstrated that maternal TC regulates placental apoB expression.
Indeed, placental apoB expression was increased in hypercholesterolemic subjects and this
regulation might be controlled by MTP. Moreover, a compensatory action of reverse
cholesterol transport appeared to be absent since no variation of placental apoA-I and apoE
expression was observed in hypercholesterolemic mothers. Therefore, further investigations
are needed to study apoA-I- and apoE regulation by endocrine system activity during
pregnancy. Finally, increasing apoB secretion in fetal circulation might promote LDL
oxydation susceptibility and, if placental reverse cholesterol transport or catabolism was

decreased, maternal hypercholesterolemia could promote fetal atheosclerosis developement.
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2.12. FIGURE LEGENDS

Table I: Apolipoprotein primers designed for real time PCR assays.
Apo : apolipoprotein, Gi : GeneBank accession number.

Table II: Clinical and biochemical characteristics of the studied population according to
maternal plasma cholesterol level. Results are expressed as means + SD for clinical
variables and means + SEM for biochemical variables, where differences are significant for p
<0.05 (n=159).

Apo : Apolipoprotein, BMI : Body Mass Index, HDL-C : HDL-associated Cholesterol, LDL-
C: LDL-associated Cholesterol, TC : Total Cholesterol, TG : Triglycerides, WG : Weight
Gain.

Table III: Associations of placental apolipoproteins (ng/mg tissue) with clinical and
biochemical variables in mothers, newborns and placentas. Correlations are significative
for p <0.05 (n =59).

Figure 1: Effect of maternal total cholesterol level on human placental ApoA-I
expression. A) Two-step real time PCR was performed on total RNA using specific primers
for apoA-1 as described in materials and methods. -2 microglobulin was used as
housekeeping gene. Data are expressed as relative expression compared to LC group (n=10
for LC and 10 for HC). B) Protein levels were determined by ELISA as described in
materials and mehods. Data are expressed in pg of apoA-1/mg of tissue = SEM (n=30 for LC
and 29 for HC).

HC: Higher median Cholesterol, LC: Lower median Cholesterol.

Figure 2: Effect of maternal total cholesterol level on human placental ApoB expression.
A) Two-step real time PCR was performed on total RNA using specific primers for apoB as
described in materials and methods. -2 microglobulin was used as housekeeping gene. Data
are expressed as relative expression compared to LC group (n=10 for LC and 10 for HC).

B) Protein levels were determined by ELISA as described in materials and mehods. Data are
expressed in mg of apoB/mg of tissue + SEM (n=30 for LC and 29 for HC). *** p < 0.001
compared to LC group

Figure 3: Effect of maternal total cholesterol level on human placental ApoE expression.
A) Two-step real time PCR was performed on total RNA using specific primers for apoE as
described in materials and methods. B-2 microglobulin was used as housekeeping gene. Data
are expressed as relative expression compared to LC group (n=10 for LC and 10 for HC).

B) Protein levels were determined by ELISA as described in materials and mehods. Data are
expressed in 1g of apoE/mg of tissue £ SEM (n=30 for LC and 29 for HC).
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2.13. FIGURES

Table |

Gene (it

Sens

ANLSCNS

ApoA-] 4557320
ApoB 4502152
Apol: 48762038
B-2-microglobulin - 21619743

SCCGACTTCCAGAAGAAGTGGUAY
STCTGGUTTGCTAACOTOICTOY
STTGCTGGTCACATTCCTGOGY
STATCCAGCGTACTCCAAAGAY

SCOTTCTCCTTGAGAGUCTCAAY
SCTOGOAACCTCACGTUGATATOY
SGCTTCCTCCAGTTCCGATTTON
STGACAAGTCTGAATGUCTCCACY



Table II
CHOLESTEROL LEVEL LC HC p value
(n=30) (n=29)

MOTHER

Gestational age (weeks) 38.90+1.37 39.34+1.70 0.272
BMI (kg/m’) 23.11 £ 4.21 20.64 £3.28 0.015
WG (kg) 15.56 £5.13 17.11£5.71 0.277
TC (mM) 5.53+0.13 7.80+0.18 <0.001
LDL-C (mM) 2.62£0.12 4.56 £ 0.15 <0.001
HDL-C (mM) 1.67 £ 0.07 1.84+0.10 0.170
TG (mM) 270+ 0.19 3.19+0.22 0.102
ApoA-I (g/L) 2.05+0.06 2.20+0.08 0.141
ApoB (g/L) 1.09 +0.03 1.57 £ 0.05 <0.001
NEWBORN

Weight (g) 3294.5+4713 3395.0 £ 485,5 0.421
TC (mM) 1.72+£0.09 1.69 +0.09 0.790
LDL-C (mM) 0.76 £ 0.05 0.68 + 0.06 0.313
HDL-C (mM) 0.71 £ 0.05 0.72+0.06 0.905
TG (mM) 0.55+£0.05 0.62 £ 0.07 0.406
ApoA-I (g/L) 0.81+0.03 0.85+ 0.04 0.574
ApoB (g/L) 0.25+0.02 0.28 £ 0.02 0.342

51



52

Table 111

Placental apolipoproteins ApoA-I ApoB ApoE
(n=159)

Variables r P ¥ p r P
MOTHER

Gestational Age (weeks) -0.041 0.817 0.176 0.180 0.065 0.620
BMI (kg/m®) -0.522 0.069 -0.154 0.243 0.065 0.621
WG (kg) 0.125 0481 0.093 0.483 -0.154 0.244
TC (mM) 0.225 0.199 0.395 0.001 -0.120 0.365
LDL-C (mM) 0.303 0.086 0.378 0.003 -0.131 0.326
HDL-C (mM) 0.116 0.510 -0.064 0.627 -0.068 0.607
TG (mM) -0.188 0.286 0.289 0.026 0.062 0.640
ApoA-I (g/L) 0.008 0.962 - - - -
ApoB (g/L) - - 0.414 0.001 - -
NEWBORN

Weight (g) -0.124 0.481 0.192 0.144 -0.029 0.821
TC (mM) 0.025 0.893 -0.106 0.440 0.193 0.156
LDL-C (mM) -0.110 0.554 -0.125 0.361 0.102 0.457
HDL-C (mM) 0.067 0.718 -0.246 0.069 -0.026 0.848
TG (mM) 0.159 0.362 0.339 0.011 0.455  <0.001
ApoA-I (g/L) 0.205 0313 - - - -
ApsB (g/L) - - 0.366 0.610 - -
PLACENTA

ApoA-I mRNA (% of control)  0.919 0.001 - - - -
ApoB mRNA (% of control) - - 0.061 0.814 - -
ApoE mRNA (% of control) - - - - 0.030 0.900

r = Pearson correlation
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Figure 2
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3. CHAPITRE III
DISCUSSION ET CONCLUSION

Ce projet avait pour objectif de démontrer I’effet du cholestérol maternel sur I’expression des
apolipoprotéines placentaires. En utilisant la technique de polymérisation en chaine en temps
réel et le dosage immuno-enzymatique nous avons montré que le cholestérol total materne]
pouvait réguler différemment 1’expression des apolipoprotéines placentaires. En effet,
I"hypercholestérolémie maternelle affecte de maniére non négligeable 1’expression de 1’apoB

sans influencer I’expression de I’apoA-I ni de I’apoE.

Nous nous attendions a ce que 1’apoA-I et I’apoE soient régulées a la hausse dans le placenta
des femmes ayant un taux élevé de cholestérol total. En effet, ces deux apolipoprotéines sont
associées au HDL et au transport inverse de cholestérol. Elles ont pour {onction de diminuer
le cholestérol en circulation. Or, ni ’expression placentaire de I’apoA-I ni celle de 1’apoE
n’ont été altérées chez les femmes hypercholestérolémiques et cela, que ce soit au niveau
transcriptionel ou post-transcriptionel. Nos résultats suggerent donc que 1’apoA-I et I’apoE ne

sont pas régulées au niveau de leur synthese par le cholestérol maternel.

La littérature reconnait que I’apoA-I est assujettie & une régulation par le transporteur
ABCALl, lui-méme dépendant des concentrations de cholestérol intracellulaire. Etudier
I’influence de 1’hypercholestérolémie maternelle sur la régulation de ce transporteur dans le
placenta permettrait une meilleure compréhension du métabolisme de 1’apoA-I dans cet
organe. De plus, plusieurs études ont montré I’implication des hormones stéroidiennes dans
la régulation positive de I’expression de l'apoA-I. Mais l'augmentation de ['activité
endocrinienne pendant la grossesse coincide avec I’augmentation du transfert du glucose au
feetus. Or, le glucose est un répresseur de ’apoA-I. Il serait donc intéressant d’évaluer
’influence des hormones stéroidiennes et du glucose sur I’expression de ’apoA-I placentaire

chez les femmes hypercholestérolémiques.



57

Il est également reconnut que ’apoE est sensible aux hormones stéroidiennes. De plus, dans
les macrophages, dont le réle dans I’athérosclérose est déterminant, I’expression de 1’apoE
est régulée par le cholestérol extracellulaire. Pourtant, aucune variation dans I’expression
placentaire de I’apoE n’a été observée chez les femmes ayant un taux élevé de cholestérol
dans la circulation. Cependant, une étude a montré que la cellule était capable de recycler
I’apoE dans de nouvelles lipoprotéines, ce qui pourrait expliquer nos résultats. Mais

’existence de ce mécanisme dans le placenta reste a prouver.

Contrairement & 1’apoA-I et a ’apoE, ’apoB placentaire est régulée a la hausse par le
cholestérol maternel. Bien que le niveau de transcription de ’ARNm de ’ApoB tende &
augmenter, la régulation principale semble s’effectuer au niveau de la post-transcription, ce
qui est en accord avec la littérature bien que ces études aient été réalisées dans les
hépatocytes. Un des mécanismes probables pourrait €tre I’augmentation de Iactivité de la
protéine responsable de I’édition de I’ARNm et de la lipidation de I’apoB dans le réticulum
endoplasmique. En effet, la MTP détermine la quantité d’apoB intracellulaire en régulant la
ségrégation de cette derniere. De plus, la MTP est dépendante de la concentration de
cholestérol intracellulaire. Mais le mécanisme n’a pas encore ét¢ démontré dans le placenta,
méme si la MTP a été¢ identifiée dans cet organe. Cependant, comme les autres
apolipoprotéines, I’apoB subit aussi une régulation par les hormones stéroidiennes, ainsi, un
autre mécanisme potentiel de régulation de I’apoB placentaire par le cholestérol peut étre

envisagé.

Mon projet a donc permis de démontrer que I’hypercholestérolémie maternelle régule
différemment 1’expression des apolipoprotéines placentaires. L.’exces de cholestérol maternel
augmente [’expression de ’apoB au niveau de la post-transcription sans affecter 1’apoA-T et
I’apoE. Comme les concentrations intracellulaires d’apoB sont directement reliées aux
concentrations d’apoB et de LDL dans la circulation, il semble que le cholestérol maternel en
excés soit préférentiellement incroporé dans les LDL. Or, 1’élévation de la concentration
d’apoB dans le sang est un marqueur précoce du développement de I’athérosclérose. Il est

donc possible d’envisager que 1’augmentation de la production d’apoB placentaire, causée
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par une hypercholestérolémie maternelle, puisse étre un des facteurs conduisant au

développement de Iésions athérosclérotiques apres la naissance.

Cependant, pour confirmer cette hypothése, plusieurs points doivent étre éclaircis. L’étude de
I’expression placentaire des transporteurs comme I’ABCAT1 et la MTP est nécessaire pour
comprendre comment les lipides sont incorporés sur les apolipoprotéines du placenta. De
plus, les activités des enzymes clés du métabolisme du cholestérol doivent étre déterminées
pour évaluer I’influence du cholestérol maternel sur la biosynthese et le catabolisme du
cholestérol dans le placenta. Ensuite, I’¢tude, dans le placenta, des différents récepteurs aux
LDL (LDLR et LOX1) est indispensable puisque ce sont également des ¢léments importants
dans le développement de ’athérosclérose. Puis, il semble que les apolipoprotéines soient
toutes influencées par le systéeme endocrinien, notamment les hormones stéroidiennes. Par
conséquent, 1'influence de ces dernieres sur le métabolisme des apolipoprotéines du placenta
reste a déterminer. Ce dernier point est d’autant plus important que le cholestérol est
1’é1ément précurseur de ces hormones et que ’activité hormonale durant la grossesse est trés
importante. Enfin, les apolipoprotéines sont interchangeables mis a part I’apoB, de plus elles
ont toutes un rodle dans le métabolisme des lipoprotéines. L étude des autres apolipoprotéines
dans le placenta s’avére indispensable pour comprendre le métabolisme des lipoprotéines

dans son intégralité.
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