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RESUME GENERAL

Depuis la découverte de 1’apolipoprotéine D (ApoD) en 1973 par McConathy et
Alaupovic et malgré de grandes avancées, la fonction et les mécanismes de régulation de
cette protéine demeurent toujours inconnus. Quoi qu’il en soit, toutes les études faites jusqu’a
présent semblent montrer qu’elle serait une protéine importante et bénéfique tant en situation
normale que pathologique. Son expression génique est détectée chez presque tous les
mammiferes de méme que chez les plantes, les insectes et certaines espéces d’oiseaux. Chez
I’humain, elle est exprimée dans plusieurs tissus et hautement exprimée dans les glandes
surrénales, la rate, les poumons, le cerveau, le placenta, et les reins. Par contre, chez le rat et
la souris, I’expression est limitée au systéme nerveux central (SNC), ce qui en fait un bon
modele d’étude de la régulation génique d’ApoD. En effet, ’APOD est induite dans plusieurs
cas de neuropathologies chez I’humain tel que les maladies d’Alzheimer et de Parkinson, la
sclérose en plaques, la schizophrénie ainsi que dans certains cancers. L’ ApoD est également
induite dans plusieurs modeles de neurodégénérescence chez la souris et sa surexpression
confére une neuroprotection. En corrélation avec ces faits, il est suggéré que I’APOD soit une
protéine de stress pouvant étre considérée comme marqueur de pathologies d’ordre
neurologique d’ou I’importance d’une étude plus approfondie. Les travaux présentés dans
cette thése ont permis d’éclaircir un tant soit peu les mécanismes régulant 1’expression
génique d’APOD lors de divers stress cellulaires. Effectivement, ces travaux présentent la
purification et la caractérisation des facteurs nucléaires Parp-1, HnRNP-U, CBF-A, BUB-3,
Kif4, APEX-1 et Ifi204 liant les éléments régulateurs SRE, EBS et GRE du promoteur
d’4POD lors de ’arrét de croissance par déprivation de sérum. L’activité enzymatique des
protéines Parp-1, APEX-1 et ERK1/2 semble étre importante dans 1’induction de I’expression
génique d’APOD. Sachant que 1’expression d’4APOD et la prolifération cellulaire sont
inversement corrélées dans plusieurs types de cellules, ces résultats permettent d’éclaircir les
mécanismes impliqués. Dans un méme ordre d’idée, les résultats présentés dans cette thése
montrent 1’identification de plusieurs centaines de protéines liant le promoteur d’4POD, dans
la région -816 a + 64, provenant de cortex de souris saines ou infectées par un coronavirus
humain causant une neurodégénérescence. Parmi ces protéines, I’ApoE et la protéine non-
structurale Ns2 du coronavirus lient le promoteur d’4POD. Ces résultats suggerent aussi que
les isoformes E3 et E4 d’APOE humaines soient des répresseurs tandis que Ns2 activerait le
promoteur in vivo. De plus, il est mis en évidence une corrélation inverse entre 1’expression
d’ApoD et d’ApoE notamment au niveau du cortex de souris. Considérant que 1’alléle E4 est
un facteur génétique important dans le développement de la maladie d’Alzheimer et que les
coronavirus sont associés a des désordres neurologiques tels que la sclérose en plaques, ces
résultats ouvrent une porte permettant d’investiguer plus en profondeur, et vers une nouvelle
direction, les mécanismes impliqués non seulement dans la régulation du géne d’4POD mais
aussi dans les maladies neurodégénératives.

Mots-clés: Apolipoprotéine D, arrét de croissance, inflammation, facteur de transcription,
coronavirus OC43, spectrométric de masse




CHAPITRE I
ETAT DES CONNAISSANCES
1.1 INTRODUCTION

Dans les années 60, des études immunochimiques décrivaient les composants
antigéniques et hétérogenes des lipoprotéines de haute densité (HDL) (Ayrault Jarrier et al.,
1963). En 1973, McConathy et Alaupovic identifiaient 1’apolipoprotéine D (ApoD) pour la
premiére fois comme 1’un des composants des HDL; du plasma, d’ou son appellation , et & un
moindre degré dans les lipoprotéines de basse et de tres basse densité (LDL, VLDL; (Camato
et al., 1989; McConathy and Alaupovic, 1973; McConathy and Alaupovic, 1976; Vezina et
al., 1988). Par la suite, le géne d’APOD a été cloné et séquencé par Drayna et ses collégues
dans les années 80. Il est & noter que 1’analyse de sa séquence en acide aminé (a.a.) révélait
son faible degré d’homologie avec les autres apolipoprotéines. En effet, ’APOD a été classée
dans la famille des lipocalines ou a-2microglobulines (Drayna et al., 1986) caractérisée de
par leur capacité a lier de petites molécules hydrophobes via leur structure tertiaire en forme
de baril, et 4 réguler les mécanismes impliqués dans le cycle cellulaire (Flower, 1994). Relatif
a cette caractéristique structurelle, ’APOD a été reconnue comme étant identique a la
protéine GCDFP-24 (« Gross Cystic Disease Fluid Protein-24 »; Balbin et al.,, 1990), une
protéine capable de lier la progestérone et la prégnénolone, et se retrouvant a de trés hautes
concentrations dans le fluide kystique mammaire (Dilley et al., 1990; Pearlman et al., 1973).
Plusieurs autres molécules hydrophobes sont liées par I’APOD telles que la bilirubine, le
cholestérol et 1’acide arachidonique bien que ces propriétés restent a tre démontrées in vivo.
L’expression génique d’APOD est augmentée dans plusieurs désordres neurologiques ainsi
que plusieurs autres pathologies telles que 1’obésité, le diabéte et le cancer. Au vu des
hombreuses études faites a partir de modéles de neurodégénérescence chez la souris, il
apparait €vident que I’APOD soit une protéine de stress ayant un rdle neuroprotecteur (Do

Carmo et al., 2008, Elliott et al., 2010).




1.1.1 Structure de la protéine s

L’APOD humaine est une glycoprotéine secrétée et plasmatique d’environ 30 KDa
faisant partie de la famille des lipocalines et constituée de 169 a.a. a la suite d’un clivage d’un
peptide signal de 20 a.a. hydrophobes. Toutefois, cette masse moléculaire apparente peut
varier entre 19 et 32 KDa sur SDS-PAGE de par son taux de glycosylation sur les résidus
d’asparagine, en position 45 et 78 (Schindler et al., 1995; Yang et al., 1994) et contribuent a
18% de sa masse totale (Rassart et al., 2000; Weech et al., 1991). Grice a 5 cystéines
contenues dans sa structure primaire, 2 ponts disulfures sont engendrés a partir des cystéines
en position 41 et 165 de méme qu’en position 8 et 114 et contribuant en partie a sa structure
tridimensionnelle. La cystéine 116, quant a elle, est absente chez toutes les espéces de
vertébrés et serait impliquée dans des liaisons disulfures avec d’autres protéines
plasmatiques, comme certains membres de la famille des apolipoprotéines, dont I’APOA-I ou
la CETP (« Cholesterol ester transfer protein ») et I’APOA-II (Blanco-Vaca et al., 1992;
Weech et al.,, 1991; Yang et al.,, 1994) et pourrait aussi lier la Lécithine Cholestérol Acyl-
Transférase (LCAT; Fielding and Fielding, 1980) et le récepteur de la leptine (Liu et al.,

2001), amenant a la formation de complexes.

Malgré le faible pourcentage d’homologie de séquence en a.a. distingué parmi les
membres des lipocalines, la structure tridimensionnelle d’APOD justifie, en toute logique, le
choix de ce classement. En effet, Drayna et ses collégues (1986) ont déduit la séquence en
a.a. d’APOD & partir du géne. L’analyse de la structure du gene, plus précisément
I’organisation exons-introns, montre une forte homologie avec les génes de la superfamille
des a-2microglobulines, incluant 25% d’a.a. homologues avec la protéine humaine liant le
rétinol (RBP; Drayna et al., 1986). La structure tridimensionnelle des membres de cette
famille tel que la protéine liant la biline (BBP) de Pieris brassicae et l'insecticyanine (INS)
de Manduca sexta a été déterminée par cristallographie aux rayons X et présente une
structure en forme de baril composé de huit feuillets béta antiparalléles reli€s par des boucles
et créant une cavité de liaison hydrophobe. A partir des coordonnées atomiques de ces
protéines, un modele moléculaire a été proposé pour la structure tertiaire d’APOD (Peitsch

and Boguski, 1990). Cette caractéristique a permis de suggérer un r6le pour cette famille



comme protéines transporteuses de molécules hydrophobes (Rassart et al., 2000). Par la suite,
des analyses de cristallographie de la protéine APOD humaine purifiée confirmaient ces
propriétés structurelles (Eichinger et al., 2007). Dans cette étude, plusieurs caractéristiques
spécifiques & I’APOD furent démontrées (voir Figure 1.1). Notamment, la cavité plutdt en
forme d’entonnoir, distincte des autres lipocalines, permettrait sa liaison avec des molécules
diversifiées telles que la progestérone et 1’acide arachidonique. Trois des quatre boucles
(A/B, E/F et G/H) situées a proximité de I’entrée de la cavité et de nature hydrophobe
permettraient aussi son interaction avec les HDL. L’extrémité opposée a I’entrée et en forme
de céne serait probablement impliquée dans [’interaction d’APOD avec un récepteur
cellulaire hypothétique. On remarque aussi que I’APOD comporte peu de structure en hélice
o. amphipathiques, une caractéristique importante des autres apolipoprotéines. Une hélice
alpha en c-terminal est située sur le c6té du baril et une autre petite hélice 3;, ferme

’ouverture du c6té conique (Eichinger et al., 2007).

Figure 1.1. Structure tertiaire de la protéine APOD liant la progestérone. [llustration transversale
et axiale de la protéine dont les feuillets béta sont montrés en jaune, les boucles hydrophobiques a
I’entrée de la cavité (« loop » A/B, /C/D, E/F et G/H) en bleue et les autres boucles du c6té opposé en
vert, les hélices alpha et 39 en mauve, les ponts dissulfures en orange, les résidus d’asparagine en
position 45 et 78 en bleue foncée et la progestérone a I’intérieur de la cavité en gris. Tirée de Eichinger

et al., 2007.




1.1.2 Réles d’APOD

Au vu de ces propriétés structurelles décrites dans la littérature, plusieurs ligands pour
1I’APOD ont été proposés, dont le cholestérol, certaines hormones stéroidiennes, la bilirubine,
un sous-produit de ’héme (Peitsch and Boguski, 1990), 'acide arachidonique (AA), pour
lequel elle a le plus d’affinité (Morais Cabral et al, 1995), et l'acide E-3-méthyl-2-
héxénoique (E3M2H), une phéromone présente dans les sécrétions axillaires humaines (Zeng
et al., 1996). Seulement quelques-unes d’entre elles seront décrites en lien avec les roles
proposés d’APOD.

1.1.2.1 Le cholestérol

Le cholestérol fait partie intégrante des constituants des membranes cellulaires et est un
précurseur des hormones stéroidiennes impliquées dans plusieurs voies de signalisation
(Pfrieger and Ungerer, 2011). De plus, I’homéostasie du cholestérol dans le systéme nerveux
central (SNC) est indépendante des organes et de la circulation sanguine en périphérie due a
la barriére hématoencéphalique qui exclut tout échange entre ces deux systémes. Ainsi,
I’entreposage et le relargage du cholestérol dans tous les organes du corps, & I’exception du
cerveau, proviennent de la diéte véhiculée par les intestins, la synthése de novo effectuée dans
tous les organes et du transport par I’intermédiaire de lipoprotéines & travers la circulation
sanguine (Pfrieger and Ungerer, 2011). Par conséquent, le cholestérol retrouvé dans le
cerveau provient uniquement de la synthese de novo et in situ catalysé a partir de 1’ Acétyl
Coenzyme A suivit d’une série de réactions complexes impliquant 20 enzymes (Leduc et al.,
2010). Un déréglement du métabolisme du cholestérol ou de son transport est associé a
plusieurs maladies neurodégénératives et, tel qu’il sera détaillé plus loin, 1’expression
d’APOD est augmentée, notamment dans 1’ Alzheimer (Terrisse et al., 1998), la sclérose en
plaques (Reindl et al., 2001) et la maladie de Niemann-Pick de type C (NPC; Suresh et al.,
1998), une maladie génétique affectant le transport du cholestérol & I’'intérieur de la cellule
(Patel and Pentchev, 1989).




Par le passé, certains auteurs ont spéculé que I’APOD pourrait étre impliquée dans le
transport d’esters de cholestérol dans le plasma en association avec I’enzyme LCAT et la
protéine CETP (Drayna et al., 1986; Fielding and Fielding, 1980; Steyrer and Kostner, 1988).
Effectivement, Steyer et Kostner (1988) spéculaient qu’une telle association aurait pour effet
de stabiliser ’enzyme LCAT et d’augmenter significativement ’activité d’estérification du
cholestérol. Ainsi, ’APOD pourrait participer & un complexe de redistribution du ratio
cholestérol/ester de cholestérol a partir des tissus périphériques vers le foie, correspondant &
la voie inverse du transport du cholestérol. Sachant que le cholestérol est reldché lors de la
dégénération des nerfs, il est probable aussi que I’APOD puisse récupérer cette molécule
pour sa réutilisation en la disposant aux sites de régénération (Dilley et al., 1990; Rassart et
al., 2000). Cependant, la liaison d’APOD au cholestérol reste un constat incertain puisque
Peitsch et Boguski (1990) prétendaient, suite & des analyses de modélisation moléculaire,
qu’une telle association serait incompatible avec la structure tertiaire et ont montré la faible
affinit¢ d’APOD pour cette molécule, qui était méme indétectable (Morais Cabral et al.,
1995). Par contre, Patel et ses collégues (1997) montraient que I’APOD peut lier le
cholestérol en utilisant une méthode beaucoup plus sensible par transfert d’énergie entre
molécules fluorescentes (FRET). De plus, dans les astrocytes, 1’expression et la sécrétion
d’APOD sont régulées par le 25-hydroxycholestérol, un dérivé du cholestérol capable de
traverser la barriére hématoencéphalique (Patel et al., 1995). D’autres études présument que
la présence d’APOD dans les cellules périvasculaires du cerveau et son rdle de transporteur
de petites molécules hydrophobes impliquent un transport de ces molécules a travers la

barriére hématoencéphalique (Hu et al., 2001).

1.1.2.2 Les hormones stéroidiennes

Comme mentionné précédemment, la GCDFP-24, une protéine liant la progestérone et
présente eﬂ grande quantité dans le fluide kystique mammaire, fut identifiée comme étant
I’APOD (Balbin et al., 1990; Pearlman et al., 1973). La maladie fibrokystique du sein est une
maladie bénigne affectant 7% des femmes adultes et prédisposant au développement du
cancer du sein par un facteur de 2 a 4 fois comparativement a la normale (Sanchez et al.,

1992). Dans cette méme étude, Sanchez et ses collégues (1992) montrérent 1’absence de




corrélation entre les concentrations de cholestérol et d’APOD dans différentes classes de
fluides kystiques basées sur les ratios de K+/Na+ (type I) et la concentration d’albumine
(type II), et spéculérent que I’APOD n’est pas impliquée dans I’accumulation de cholestérol
dans le fluide kystique mammaire. Finalement, I’ APOD aurait des affinités différentes pour
les hormones stéroidiennes: pregnénolone > progestérone > pregnanolone > pregnandione >
androgéne > cestrogene (Dilley et al., 1990; Lea, 1988; Weech et al., 1991), quoique les
constantes d’affinités étaient quand méme faibles pour la progestérone (Ka = 2.5 x 10° mol/l)
et la pregnénolone (Ka= 1.32 x 10° mol/l) et nulles dans une autre étude dans le cas de la
pregnénolone et la testostérone (Vogt and Skerra, 2001). Ces contradictions peuvent étre
imputées a la provenance de la protéine APOD purifiée, soit & partir du fluide kystique
mammaire (Dilley et al., 1990) soit & partir de la protéine recombinante non-glycosylée

exprimée et purifiée de la bactérie Escherishia coli (Vogt and Skerra, 2001).

1.1.2.3 L’acide arachidonique

Morais-Cabral et ses collegues (1995) ont montré par spectroscopie de fluorescence que
I’acide arachidonique (AA) est un ligand potentiel d’APOD avec une Ka de 1,6 x 10® mol/l,
une liaison 20 fois supérieure & celle de la progestérone. Par contre, ’APOD n’a pas
d’affinité pour les métabolites de. I’AA qui serait probablement dii & leurs caractéres
hydrophiles. Sachant que 1’AA est 1’acide gras le plus important dans le cerveau, plusieurs
études ont montré une déficience d’AA dans le plasma et le cerveau de patients
schizophréniques impliquant un débalancement dans le métabolisme des phospholipides et
acides gras. Effectivement, ’AA et 1’acide docosahéxaénoiique (DHA) représentent plus de
90% des acides gras polyinsaturés dans le SNC (O'Brien and Sampson, 1965). La forme
estérifiée retrouvée dans la double couche lipidique des membranes cellulaires peut étre
relichée par des phospholipases suite 4 un signal extracellulaire. Suite & ce relargage dans le
cytoplasme, I’AA agit comme second messager impliqué dans plusieurs voies de
signalisation et peut servir comme précurseur pour la synthése des prostaglandines et des
eicosanoides (Morais Cabral et al., 1995). Sachant que la LCAT est impliquée dans la

conversion de ’AA (forme active) en ester de cholestérol (forme inactive), I’APOD pourrait



séquestrer I’AA prévenant ainsi sa conversion. Ceci laisse envisager un réle important de la

liaison d’APOD avec I’AA dans la régulation cellulaire (Morais Cabral et al., 1995).

1.1.2.4 Les sous-produits de I’héme

A partir d’analyses de modélisation moléculaire, il a été suggéré que les sous-produits de
I’héme, comme les bilines, incluant la biliverdine, la bilirubine ainsi que les porphyrines,
seraient des ligands plus probables pour I’APOD que le cholestérol (Peitsch and Boguski,
1990). Effectivement, Peitsch et Boguski montraient que I’APOD purifiée liait la bilirubine
avec un ratio molaire de 0.8:1. De plus, ’albumine est un transporteur important de la
bilirubine dans la circulation sanguine. Toutefois, chez les personnes atteintes
d’analbuminemie, un défaut génétique rare associé a 1’absence d’albumine (Watkins et al.,
1994), la clairance de la bilirubine n’est pas affectée. Ceci était di au fait que chez ces
personnes asymptomatiques, la bilirubine était majoritairement associée aux HDL. Par la
suite, il a été démontré que I’APOD liait la bilirubine avec un Ka de 3 x 10" M et
favoriserait cette interaction HDL-bilirubine (Goessling and Zucker, 2000). Ainsi, I’APOD
pourrait étre exprimée localement et viendrait nettoyer ces métabolites toxiques et les
acheminer dans la rate ol la destruction des érythrocytes a lieu et ol 1’expression de la

protéine est particuliérement élevée (Provost et al., 1990).

1.1.2.5 Réle multiple d’APOD

A I’exception de la progestérone et de la pregnénolone, aucun des ligands physiologiques
d’APOD n’a été identifié. Quoi qu’il en soit, les nombreux réles proposés sont souvent en
rapport avec la fonction des ligands qu’elle peut lier in vitro, ce qui fait d’elle une protéine
transporteuse multifonctionnelle dont la capacité de lier plusieurs ligands différents est
spécifiquement corrélée a son expression tissulaire. Ainsi, I’APOD serait impliquée dans le
métabolisme lipidique qui est essentiel aux fonctions des organes. Chez I’humain, les organes
exprimant I’APOD sont les glandes surrénales, les poumons, le cerveau, les testicules et la
rate entre autres, et ont respectivement un réle 4 jouer dans la biosynthése des hormones
stéroidiennes, dans la biosynthése des surfactants, dans la myélination des neurones, dans la

biosynthése des hormones stéroidiennes et la croissance des spermatozoides, et dans la




destruction des érythrocytes sénescents (Provost et al., 1990). Toutefois, depuis sa découverte
qui date de plus de 40 ans et malgré l'identification de nombreux ligands potentiels ainsi que
leur grande diversité biochimique, la fonction physiologique d’APOD demeure inconnue. Par
contre, il a été suggéré qu’elle soit une protéine ayant plusieurs fonctions spécifiques selon la

molécule transportée, les tissus ou 1’organe qui 1’expriment (Rassart et al., 2000).

1.1.3 Expression génique d’APOD
1.1.3.1 Expression tissulaire

L’expression de I’ARN messager (ARNm) d’4APOD est détectable chez presque tous les
mammiferes étudiés jusqu’a présent, entre autres : le lapin, le rat, la souris, le singe, le porc
(Réssart et al., 2000). De plus, la présence du géne chez le poulet (Gallus gallus) et des
séquences nucléotidiques homologues chez les poissons et les céphalochordées supportent
une origine ancestrale d’APOD dans la lignée des chordées (Ganfornina et al., 2005). Des
homologues d’APOD sont aussi retrouvés chez la bactérie Escherishia coli (Ble, « Bacterial
lipocalin »; Bishop et al., 1995), la mouche Drosophila melanogaster (GLaz, Glial Lazarillo)
(Sanchez et al., 2006), la chenille a tente estivale Hyphantria cunea (Kim et al., 2005),
I’amphioxus (Wang et al., 2007), le blé Triticum aestivum L. et la plante Arabidopsis thaliana
et dont les homologues sont respectivement nommés Tatil (pour Triticum aestivum L.
« temperature-induced lipocalin ») et Attil (pour Arabidopsis thaliana « temperature-induced

lipocalin ») (Frenette Charron et al., 2002).

Chez I'humain, I’4APOD est exprimée dans plusieurs tissus, comme les ovaires, le
pancréas, les testicules, le cerveau, le liquide cérébro-spinal et les nerfs périphériques, et
encore plus hautement exprimée dans les glandes surrénales, les poumons, le placenta, les
reins et la rate (Drayna et al., 1986; Glockner and Ohm, 2003; Provost et al., 1990; Rassart et
al., 2000). L’APOD est aussi exprimée dans les sécrétions lacrymales (Holzfeind et al., 1995)
et dans le corps ciliaire de I’ceil ol la protéine serait sécrétée dans I’humeur aqueuse
(Escribano et al., 1995), ainsi que dans les sécrétions axillaires apocrines (Zeng et al., 1996)
et dans 1’urine (Navarro et al., 2004; Rassart et al., 2000). Chez le singe, le lapin et le porc, la

distribution tissulaire des transcrits d’4poD est comparable & I’humain. Par contre chez le rat



et la souris, 1’expression est élevée et limitée au SNC, notamment la moelle épiniére, le
cervelet et le cerveau (Cofer and Ross, 1996; Seguin et al., 1995), ce qui fait de ce tissu un
bon modéle pour I’étude de la régulation génique et de la fonction plausible de cette protéine.
Quant au foie et aux intestins, qui sont des sites importants pour les autres apolipoprotéines,

I’APOD y est peu exprimée (Drayna et al., 1986).

1.1.3.2 Expression cellulaire

L’hybridation in situ chez le singe et le lapin montre que 1’ApoD est surtout exprimée
dans les tissus périphériques notamment par les cellules fibroblastiques & proximité des
vaisseaux et capillaires sanguins, de méme que les nerfs périphériques (Provost et al., 1991b;
Smith et al., 1990). Dans ces deux espéces, ’ARNm est aussi détecté dans les cellules
neurogliales, les cellules dans 1’espace sous-arachnoidien a la surface du cerveau incluant les
cellules piales et périvasculaires et les neurones éparses. De plus, chez le lapin, I’4poD est
plus fortement exprimée dans les cellules gliales de la matiére blanche du SNC que dans la
matiére grise, notamment dans le cerveau, le cervelet, le bulbe rachidien et la moelle épiniére.
Ces cellules gliales de la matiére blanche exprimant 1’ApoD seraient probablement des
oligodendrocytes ou des astrocytes (Provost et al., 1991b). Chez le rat, la protéine ApoD est
présente & différents taux dans les astrocytes et les oligodendrocytes et fortement dans les

cellules de la pie et I’arachnoide (Boyles et al., 1990b).

Chez I’humain, des études d’immunohistochimie montrent la présence d’APOD dans les
mémes régions du SNC que celles observées pour I’expression génique chez le lapin et le
singe, de méme que dans les cellules fibroblastiques et périvasculaires du plexus choroide et
de la pie-mere (Navarro et al., 2004; Navarro et al., 1998). Toutefois, la protéine APOD n’est
pas détectée dans les neurones du cortex cérébral (Navarro et al., 1998). Il est & noter que
dans le SNC, il existe deux types d’astrocytes: 1) protoplasmiques, retrouvés essentiellement
dans la matiére grise et 2) fibreux, retrouvés dans la matiére blanche. En condition
physiologique et surtout lors d’atteintes au SNC causant des lésions, ce sont les astrocytes
activés qui sont impliqués dans les mécanismes de réparation par ce qu’on appelle la gliose,

en surexprimant la protéine GFAP (« Glial Fibrillary Acidic Protein »), aussi considérée




10

comme marqueur d’astrocytes activés. Ainsi, Navarro et ses collégues montrent que dans la
matiere blanche, ’APOD est fortement exprimée dans les oligodendrocytes et aussi
extracellulairement dans la neuropile, mais pas dans les astrocytes fibreux positifs pour la
GFAP (Navarro et al., 2004). Des constats intéressants observés dans cette étude et méritants
d’étre mentionnés sont que 1) les astrocytes GFAP-positifs étaient beaucoup plus nombreux
dans la matiere blanche que grise, 2) quelques astrocytes protoplasmiques éparses de la
maticre grise étaient GFAP- et APOD-positifs, 3) dans cette matiére grise, I’APOD était
détectée & des taux plus bas que dans la matiére blanche. Ce méme patron d’expression
protéique d’APOD a aussi été observée dans le cervelet (Navarro et al.,, 2004). Ainsi, les
auteurs de cette étude suggérent que les oligodendrocytes de la matiére blanche soient les
principales cellules exprimant 1’APOD, lui conférant un r6le important dans cette région du
SNC. Notamment, ’APOD pourrait étre impliquée dans le transport du cholestérol et
d’acides gras nécessaire au maintien de la myéline, un constituant important des
oligodendrocytes. Une autre étude montre aussi la présence de la protéine APOD dans des
cellules précurseurs d’oligodendrocytes dans le cortex cérébral humain, de méme que dans
les cellules périvasculaires et dans les lysosomes des péricytes localisés sur la paroi des
vaisseaux sanguins (Hu et al., 2001). Chez le rat et la souris, des analyses de transcriptomes
confirment clairement que les oligodendrocytes sont les principales cellules exprimant

I’ARNm d’4poD dans le SNC (Cahoy et al., 2008; Schaeren-Wiemers et al., 1995).

Toutefois, 1’expression de ’ARNm de méme que la protéine APOD/APOD dans les
astrocytes sont non négligeables comme démontré dans plusieurs autres études effectuées
chez ’humain (del Valle et al., 2003; Kalman et al., 2000). De plus, I’expression génique et
protéique d’APOD/APOD sont augmentées dans les astrocytes et les neurones chez les
personnes dgées (del Valle et al., 2003; Kalman et al., 2000; Navarro et al., 2010) et aussi
dans le cortex cérébral (Kim et al., 2009; Navarro et al., 2010). Chez les souris transgéniques
pour le géne d’4APOD humaine sous le contrble du promoteur Thy-I (spécifique aux
neurones), l’activation des astrocytes étaient augmentée lors de 1’infection a un coronavirus
comparativement aux souris contréles (Do Carmo et al., 2008). In vitro, I’ApoD est aussi

synthétisée et sécrétée constitutivement par les astrocytes primaires de souris nouveau-nées et
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cette sécrétion peut étre stimulée par le 25-hydroxycholesterol suggérant, encore une fois, un

réle pour I’ApoD dans le métabolisme du cholestérol au niveau du SNC (Patel et al., 1995).

1.1.3.3 Expression associée aux pathologies
1.1.3.3.1 Les maladies neurodégénératives

L’expression d’APOD est grandement augmentée dans plusieurs situations pathologiques
dans le SNC, en particulier dans ’hippocampe (Terrisse et al., 1998), le cortex entorhinal
(Belloir et al., 2001), le cortex temporal (Kalman et al., 2000) et le liquide cérébro-spinal de
patients atteints de la maladie d’Alzheimer, de la méningo-encéphalite, de la démence, de la
maladie des neurones moteurs (Terrisse et al., 1998), de Parkinson (Ordonez et al., 2006), de
la sclérose en plaques (Reindl et al, 2001), dans le cortex préfrontal de sujets
schizophréniques et bipolaires (Thomas et al., 2001), de la maladie des prions (Dandoy-Dron
et al., 1998) et de la maladie de Niemann-Pick (Suresh et al., 1998).

Plusieurs études ont montré 1’implication d’ApoD dans les processus de réparation
neuronale. Notamment, lors de la régénération des cellules nerveuses dans le SNP en réponse'
a une lésion des nerfs sciatiques, les productions d’ARNm et de la protéine ApoD/ApoD sont
respectivement 40 et 500 fois plus importantes (Boyles et al., 1990a). D’autres expériences,
utilisant les modeles de lésions neuronales excitotoxiques, induite par I’acide kainique dans
I’hippocampe de rats, révelent que les neurones pyramidaux destinés & la mort cellulaire
surexpriment 1’ApoD (Montpied et al., 1999; Ong et al., 1997; Ong et al., 1999). L’ ApoD est
également induite dans d’autres modeles de neuropathologie incluant: les Iésions
traumatiques au cerveau (IBI pour « Traumatic brain injury ») causées par percussions
contrélées du cortex (Franz et al, 1999), les Iésions du cortex entorhinal (ECL pour
« entorhinal cortex lesion ») en réponse a des décharges électriques (Terrisse et al., 1999), les
modeles murins de maladie neurodégénérative comme les souris NPC mimant la maladie de
Niemann-Pick de type C (Suresh et al., 1998) ainsi que les souris transgéniques PDAPP (pour
précurseur de la protéine amyloide sous contr6le du promoteur du facteur de croissance
« platelet-derived f ») causant une pathologie apparentée a 1’Alzheimer (Johnson-Wood et
al., 1997; Masliah et al., 1996).
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L’expression génique d’ApoD est aussi induite dans le SNC de souris infectées par des
virus causant des encéphalites, telles que le HSV-1 (herpes simplex type-I virus; Kang et al.,
2003b), le virus Sindbis (Johnston et al., 2001), JEV (Japanese encephalitis virus; Saha and
Rangarajan, 2003), le virus de la rage (Prosniak et al., 2001) et le coronavirus humain OC43
(HcOV43) injecté intracorticalement chez les souris C57BL/6 et causant une neuropathologie
sévere associée a une réponse inflammatoire (Do Carmo et al., 2008). Dans ce dernier modéle
de neurodégénérescence, 1’équipe du Dr Rassart a montré que 1’expression génique d’ApoD
est augmentée de cinq et sept fois respectivement dans le cortex et 1’hippocampe
comparativement & des souris saines. De plus, plusieurs études rapportent un réle
neuroprotecteur pour 1’ApoD (del Valle et al., 2003; Desai et al., 2005; Franz et al., 1999;
Khan et al., 2003; Navarro et al., 2008; Ordonez et al., 2006; Terrisse et al., 1999; Thomas et
al., 2001). Effectivement, la surexpression d’APOD dans les neurones de souris
transgéniques pour I’4POD humaine confére une neuroprotection contre I’infection au virus
OC43 ainsi ’que contre des insultes oxydatives causées par le paraquat (Do Carmo et al.,
2008; Ganfornina et al., 2008). De plus, des drosophiles transgéniques pour le géne GLaz,
I’homologue d’4APOD, ou pour I’4POD humaine sont protégées contre différents stress et
leur durée de vie est augmentée (Muffat et al., 2008; Walker et al., 2006).

L’augmentation des taux d’ApoD dans diverses neuropathologies et dans les lésions
cérébrales expérimentales chez le rat et la souris suggérent que 1’ApoD serait une protéine de
stress pouvant étre considérée comme marqueur de pathologies d’ordre neurologique (Elliott
et al,, 2010; Hu et al., 2001; Navarro et al., 2004) et aussi de certains types de cancer
(Aspinall et al., 1995; Diez-Itza et al., 1994) détaillés dans la section suivante. Par ailleurs, il
est spéculé dans la littérature que I’ApoD puisse étre impliquée dans les mécanismes de
réparation et de régénération dans le SNP ou dans le nettoyage de molécules neurotoxiques &
la suite de la mort cellulaire (Boyles et al., 1990a; Boyles et al., 1990b; Navarro et al., 2004;
Spreyer et al., 1990) ou encore en tant que molécule antioxydante (Elliott et al., 2010;

Ganfornina et al., 2008; Muffat et al., 2008; Walker et al., 2006).
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1.1.3.3.2 Les cancers

Comme signalé précédemment, on détecte des niveaux élevés d’APOD dans la plupart
des cancers. En effet, dans le fluide kystique mammaire de femme atteinte d’une forme
bénigne de tumeur de sein, la concentration d’APOD est 1000 fois plus élevée que dans le
plasma (Balbin et al., 1990). Concernant ce fait, une hypothése a été¢ émise stipulant que
I’APOD serait impliquée dans la liaison et le transport d’hormones stéroidiennes dans les
tissus mammaires humains et dans la formation de kystes (Balbin et al., 1990; Sanchez et al.,
1992). De plus, la concentration d’APOD est particuli¢rement plus élevée dans les
carcinomes différenciés que ceux modérément ou faiblement différenciés (Lopez-Boado et
al.,, 1996; Lopez-Boado et al., 1994). Ainsi, il a été suggéré que I’APOD soit considérée
comme marqueur de pronostique dans les cancers du sein (Diez-Itza et al., 1994) ou elle
serait associée & la régression tumorale. L’existence d’une relation entre 1’expression €levée
d’APOD et la progression vers un phénotype plus différencié, donc moins invasif, tant in vivo
qu’in vitro, a été citée plusieurs fois par les chercheurs dans le domaine. De plus, le
promoteur d’APOD se trouve hyperméthylé et est associé & une répression de 1’expression
génique dans les tumeurs malignes non endocrines incluant les cancers du cdlon (Ogawa et
al., 2005), les carcinomes hépatiques (Utsunomiya et al., 2005) et le cancer de 1’oesophage
(Yamashita et al., 2002). Les auteurs de ces études décrivent ’APOD comme un suppresseur
de tumeur et dont les faibles taux d’expression seraient corrélés & un stade avancé des

cancers, a la métastase dans les noeuds lymphatiques et & un faible taux de survie.

Il a aussi pu étre démontré qu’une expression plus grande d’APOD dans les kystes
mammaires est associée a une baisse de progression en carcinome (Sanchez et al., 1992), de
méme que dans les astrocytomes pilocytiques a faible taux de prolifération qui sont une
forme de carcinome non agressive et potentiellement curable. Les formes malignes et
invasives, comme les astrocytomes fibrillaires, sont fatales et négatives par inmunomarquage
pour ’APOD (Hunter and Moreno, 2002). 11 existe d’autres tumeurs cérébrales primaires,
bénignes et potentiellement curables comme les gangliomes, les astrocytomes de cellules
géantes subependymales, les xantoastrocytomes pléomorphiques et ou I’APOD pourrait étre

associée a la formation de kystes et étre considérée comme marqueur important de
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diagnostique dans la différenciation tumorale. Sachant que le traitement thérapeutique pour
les astrocytomes pilocytiques et fibrillaires est bien distinct, le pronostic doit &tre précis
(Hunter et al., 2002). L’ APOD se retrouve également en concentration élevée dans le cancer

de la prostate (Aspinall et al., 1995; Zhang et al., 1998).

1.1.3.4 Induction d’APOD in vitro

En culture cellulaire, apres 1’ajout de certaines substances comme 1’interleukine (IL)-la
(Blais et al., 1994), la 1,25-dihydroxyvitamine D3 (Lopez-Boado et al., 1997), ’acide
rétinoique (Lopez-Boado’ et al., 1996; Lopez-Boado et al., 1994), de certains androgénes (le
DHT et le DEX) ou de glucocorticoides dans les cellules cancéreuses primaires comme les
ZR-75-1 (cellules épithéliales mammaires; Lopez-Boado et al., 1996) et les LNCaP (cellules
cancéreuses de la prostate; Simard et al., 1990; Simard et al., 1992; Simard et al., 1991),
I’APOD est induite, alors que la prolifération cellulaire s’en trouve réduite (voir Table 1.1).
Cette corrélation observée in vitro implique une voie de signalisation probablemeﬁt commune
a celle empruntée lors de la différenciation tumorale mentionnée précédemment. Toutefois,
I’effet contraire est observé aprés 1’ajout d’cestrogénes et d’IL-6. Dans le cas de I'IL-6,
I’induction d’APOD et la prolifération cellulaire sont parallelement inhibées, contrairement
aux autres substances ou elles sont inversement corrélées (Blais et al., 1995; Lopez-Boado et
al., 1996; Rassart et al., 2000). De la méme fagon, dans les cultures primaires d’astrocytes,
I’APOD est régulée a la hausse par la progestérone et les oxystérols, dont le 25-
hydroxycholestérol, et est sécrétée de facon constitutive plutdt qu’accumulée
intracellulairement (Patel et al., 1995). Ceci suggére un réle potentiel de cette protéine
transporteuse de molécules hydrophobes dans I’homéostasie du cholestérol durant la
réinnervation et la régénération (del Valle et al., 2003; Navarro et al., 2004; Patel et al.,
1995). De plus, lorsque des cellules fibroblastiques humaines et murines, de méme que les
lignées astrocytiques humaines U87 et 373M sont mises en arrét de croissance que ce soit par
confluence ou suite a une déprivation de sérum ou aprés plusieurs passages impliquant les
mécanismes de sénescence, 1’expression génique d’4POD est augmentée suggérant un réle

potentiel dans ’homéostasie cellulaire (Do Carmo et al., 2002; Provost et al., 1991a).
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Ainsi, I’APOD peut-étre considérée comme marqueur de sénescence. Les cellules
tumorales sénescentes en phase Go semblent étre bénéfiques pour les patients atteints de
cancers (Campisi, 2005b; Soiland et al., 2007). Par contre, cet effet semble néfaste, avec des
propriétés invasives, lorsque des cellules sénescentes surexprimant I’APOD sont & proximité
de tissus tumoraux (Soiland et al., 2007). Ces effets contradictoires d’APOD sur les cellules
canééreuses peuvent étre expliqués par plusieurs mécanismes suivants: 1) Les tissus ou
cellules non sénescents sécrétent des inhibiteurs de métalloprotéinases (MMP) et serpinés
empéchant I’invasion de cellules cancéreuses, contrairement aux tissus sénescents qui
sécrétent des MMP (Kang et al., 2003a), des facteurs de croissance épithéliaux (Campisi,
2005a; Parrinello et al., 2005) et des cytokines inflammatoires et induisent 1’invasion des
cellules cancéreuses et les métastases (Kang et al.,, 2003a); 2) I’APOD sécrétée par ces
cellules sénescentes a proximité des tumeurs pourrait interagir avec les MMP et avoir une
activité protéolytique en dégradant le collagene et favorisant I’invasion tumorale (Soiland et

€

al., 2007). De ces faits, I’APOD peut étre considérée comme “ un bon citoyen, mais un
mauvais voisin ” (reformulé de Soiland et al., 2007; “ ApoD is a good citizen but a bad

neighbour ” et de Campisi, 2005a; “ Good citizens, bad neighbors ).

Par ailleurs, nous avons récemment démontré que plusieurs stress (tels que les radiations
UV et le peroxyde d’hydrogene (H,O,)) causant un arrét de croissance dans les cellules
fibroblastes murines (NIH/3T3), induisent I’expression d’4poD. Nous avons aussi montré
qu’en condition normale, la localisation intracellulaire d’ApoD est principalement
périnucléaire, mais se retrouve dans le cytoplasme et le noyau en conditions de stress,
incluant en présence de lipopolisaccharide (LPS) (Do Carmo et al., 2007). L’ ApoD nucléaire
proviendrait de la protéine sécrétée et nous spéculons qu’elle pourrait jouer un réle de
transporteur de ligands extracellulaire et dans la régulation transcriptionnelle dans le noyau.
Concernant la prolifération cellulaire, 1’ApoD serait capable de lier les protéines MAPK ou
ERK1/2 et empécher leur entrée dans le noyau (Sarjeant et al., 2003). Sachant que les
protéines ERK1/2, impliquant la voie de signalisation MAPK, sont des régulateurs irnp(;rtants
de la phase G; &4 S du cycle cellulaire (Meloche and Pouyssegur, 2007), I’ApoD pourrait

inhiber I’entrée du cycle cellulaire en phase S.
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Tableau 1.1. Facteurs modulant I’expression génique d’4poD.

Conditions Effets sur I'expression d’ApoD Prolifération cellulaire  Références
Androgénes et glucocorticoides A 2 (000
Estrogénes N 2 3)
Interleukine-1c A 3 4)
Interleukine-6 3 3 (5)
1,25-dihydroxy vitamine D3 A 3 6)
Acide rétinoique A 3 (7;8)
Déprivation de sérum A R ’ (7;9)
Confluence cellulaire A 3 (9)
Régénération des nerfs A 3 (10)
Lipopolysaccharides (LPS) 2 2 (11)
Radiations UV A 2 (11)
H20, ” 3 (11)

* Références : (1-3) Simard et al., 1990; 1991; 1992; (4;5) Blais et al., 1994; 1995; (6-8) Lopez-Boado
et al., 1997; 1994; 1996; (9) Provost et al., 1991; (10) Boyles et al., 1990a; (11) Do Carmo et al., 2007.
Tiré de Rassart et al., 2002.

1.1.5 Structure du promoteur et du géne

Les génes d’APOD/ApoD ont ét¢ localisés sur le chromosome 3 dans la région p14.2 chez
I’humain (Drayna et al., 1987a) et le chromosome 16 chez la souris (Warden et al., 1992). Ce
geéne est divisé en cing exons, dont le premier, non-codant et faisant 66 pb, est situé a 4,7 kb
en amont du deuxiéme exon (Rassart et al., 2000 ; voir Figure 1.2). De plus, I’analyse des
geénes des lipocalines montre que leur localisation chromosomique ainsi que leur organisation
exon/intron, en particulier chez les mammiferes, est typique de la famille des lipocalines
(Salier, 2000). L’ADNCc de ce géne de 20 kpb a une longueur de 815 pb et son promoteur,
ainsi que I’exon 1, comporte une série d’éléments de régulation potentiels. Etalé sur plus de 2
kpb, ce promoteur dévoile la complexité de la modulation du géne d’4POD (Lambert et al.,
1993).

1.1.5.1 Les éléments cis du promoteur d’APOD

Plusieurs €léments régulateurs se retrouvent sur le promoteur d’APOD tels que les
¢léments de réponses a ’cestrogéne (ERE), a la progestérone (PRE), au glucocorticoide
(GRE), a I’hormone thyroidienne (TRE), de phase aigué¢ (APRE) et au sérum (SRE). Des
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études sur le promoteur du géne d’4APOD, effectuées par 1’équipe du Dr Rassart, démontrent
qu’il existe des éléments importants impliqués dans la surexpression d’APOD dans des
situations de stress cellulaire. Ces études ont porté, plus particuliérement, sur des cellules
fibroblastiques murines NIH/3T3 mises en condition de stress tel que 1’arrét de croissance par
déprivation de sérum ou par confluence cellulaire et les stress inflammatoires et oxydatifs,
tels que mentionnés dans la section 1.1.3.4. Ainsi, la région entre les nucléotides -174 et -4 du
promoteur serait responsable de 1’expression basale. Quant & la région entre les nucléotides -
558 et -179, elle serait impliquée dans I’induction de I’expression génique d’4POD lors de
I’arrét de croissance par déprivation de sérum. Ces résultats ont été démontrés par des
expériences de délétion de différentes régions du promoteur d’APOD et en mesurant
I’activité promotrice de ces constructions grice au géne de la luciférase (Do Carmo et al.,
2002). Dans la région entre les nucléotides -558 et -179, on retrouve la paire d’éléments de
réponse au sérum (SREI et 2), au ETS (EBS) et au glucocorticoide (GRE) de méme qu’une
région d’alternance purine-pyrimidine (APP) capable d’adopter une conformation d’ADN-Z
associée a l’ac'Eivation et la répression de génes de mammiféres (Gilmour et al., 1984;
Hamada et al., 1984). L’analyse par retard sur gel de ces éléments régulateurs, excepté pour
1’élément APP, révele qu’ils sont spécifiquement impliqués dans 1’induction d’4POD en arrét
de croissance par interaction avec des protéines nucléaires, d’ou I’importance d’identifier les

facteurs liant ces éléments et pouvant fort bien étre responsables de la régulation génique
d’4APOD.
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Figure 1.2. Structure du géne d’4APOD humaine. Le géne contient 5 exons dont le premier est non
codant. Son promoteur présente plusieurs éléments régu