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Résumé

Les estrogenes conférent aux femmes une protection cardiovasculaire jusqu’a la
ménopause. En effet, la perte des fonctions ovariennes engendre plusieurs désordres du
profil lipidique qui s’accompagnent d’une accumulation de triglycérides au foie appelée
stéatose hépatique. Le retrait des estrogénes perturbe de nombreuses voies de contrdle de
la cholestérolémie, provoquant simultanément une hypercholestérolémie et une stéatose
hépatiques. Toutefois, a ce jour, les mécanismes d’action du retrait des estrogenes sur le
métabolisme du cholestérol favorisant le stockage de triglycérides au foie demeurent
imprécis.

A cet égard, les travaux de cette thése visaient a clarifier I’ensemble des effets du
retrait des estrogenes sur le métabolisme du cholestérol pouvant mener a la pathogenése
de la stéatose hépatique. Lors de la premiére étude, I’ovariectomie (Ovx) chez la rate, un
modele bien établi de la stéatose, avait permis d’identifier la voie d’assemblage des
lipoprotéines a tres faible densité (VLDL) comme élément contributif a la stéatose. La
voie des VLDL reliant étant également une voie de transport du cholestérol, 1’étude
suivante a été réalisée afin de comprendre le role du cholestérol alimentaire sur les lipides
hépatiques. Dans cette deuxieme étude, le modele de la dicte riche en lipides et en
cholestérol (HFHC), aussi reconnu pour induire une stéatose hépatique, a permis d’établir
des liens étroits entre le métabolisme du cholestérol et celui des lipides hépatiques.
Etonnamment, de maniére similaire a I’Ovx, la diéte HFHC perturbait la voie
d’assemblage des VLDL. En outre, les données recueillies au cours de ces travaux
indiquaient qu’une dysrégulation du métabolisme des acides biliaires avait contribué a la
sévérité de la stéatose hépatique induite par cette dicte HFHC. Dans la continuité de ces
deux premiers projets, nous nous sommes intéressés aux effets concomitants du retrait
des estrogenes et d’une dicte HFHC sur la stéatose hépatique. De maniére intéressante,
lorsque combinés, I’Ovx et la diete HFHC potentialisaient non seulement I’accumulation
de lipides hépatiques, mais également les perturbations moléculaires des voies sous-

jacentes a la stéatose, dont ’assemblage des VLDL et de la sécrétion d’acides biliaires.

Dans I’ensemble, les données présentées dans la revue de littérature et dans les
trois études reliées a cette thése indiquent qu’une dysrégulation du métabolisme du
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cholestérol en réponse au retrait des estrogénes entraine des complications favorisant

I’accumulation de lipides dans le foie.

Mots-clés : estrogenes, cholestérol alimentaire, lipoprotéines a trés faible densité
(VLDL), stéatose hépatique, cholestérol hépatique, acides biliaires, farneoid X receptor,

ovariectomie (Ovx), rat.
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Abstract

Estrogens confer to women a cardiovascular protection until menopause. Indeed,
the loss of ovarian functions leads to several lipid disorders along with hepatic
triglycerides accumulation called hepatic steatosis. Estrogen withdrawal disrupts several
cholesterol metabolism pathways that results in both hypercholesterolemia and hepatic
steatosis. However, to date, the precise mechanisms by which estrogen withdrawal affect

cholesterol metabolism pathways that favour lipid storage in the liver are unclear.

In this regard, works in the present thesis aimed at elucidate the effects of
estrogen withdrawal on cholesterol metabolism involved in hepatic steatosis
pathogenesis. In the first study, estrogen withdrawal by ovariectomy (Ovx), a well
established model for hepatic steatosis and hypercholesterolemia, had
enabled the identification of very low density lipoprotein (VLDL) pathway as a
contributory element for hepatic steatosis. Since the VLDL pathway relates lipids and
cholesterol metabolism, we conducted the second study to explore the role of dietary
cholesterol on hepatic lipids. In the second study, the high fat/high cholesterol (HFHC)
diet, also recognized as a model for hepatic steatosis development, was used to explore
links between cholesterol metabolism and hepatic fat accumulation. Surprisingly, HFHC
diet also disrupted the VLDL pathway. Additionally, data provided in this study indicated
that a dysregulation of bile acids metabolism might have contributed to the severity of
hepatic steatosis induced by the HFHC diet. As a continuation of these projects, we were
interested in the concomitant effects of estrogen withdrawal and HFHC diet on hepatic
lipid accretion. Interestingly, when combined, Ovx and HFHC diet not only potentiated
hepatic lipid accumulation but also molecular disruptions involved in underlying

pathways for hepatic steatosis including the VLDL pathway and bile acid secretion.

Overall, data presented in the review of litterature and provided by the three
studies related to the present thesis indicate that cholesterol metabolism dysregulation
following estrogen withdrawal result in complications that favour hepatic lipid

accumulation.
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Introduction

Les hormones femelles, particulierement les estrogénes, protégent les femmes des
maladies cardiovasculaires jusqu’a la période du déclin des fonctions ovariennes, la
ménopause. En effet, cette période de changements hormonaux modifie profondément le
profil lipidique qui provoque certaines complications dont une accumulation de
triglycérides dans le foie appelée stéatose hépatique. Une dysrégulation du métabolisme
du cholestérol est un nouveau mécanisme qui pourrait expliquer le développement d’une
hypercholestérolémie et d’une stéatose hépatique en réponse au retrait des estrogeénes [1,
2]. Néanmoins, les actions précises du retrait de ces hormones sexuelles sur les voies
régulant le métabolisme et le transport du cholestérol doivent étre mieux précisées afin de

comprendre leur impact sur les lipides hépatiques.

A cet égard, les travaux de cette thése visaient a clarifier et & intégrer les effets
spécifiques du retrait des estrogénes sur le métabolisme du cholestérol et a en faire le lien
avec 1’accumulation de lipides au foie. Lors de la premicre étude, I’ovariectomie (Ovx)
chez la rate, un modele bien ¢tabli de la stéatose hépatique [3-8] et de
I’hypercholestérolémie [9-13], a permis d’identifier la voie d’assemblage des
lipoprotéines a tres faible densité (VLDL) comme élément contributif a la stéatose.
Puisque la voie des VLDL forme un lien étroit entre le métabolisme des lipides et celui
du cholestérol, nous avons mené I’étude suivante en vue de mieux comprendre le role du
cholestérol alimentaire sur I’accumulation de lipides dans les hépatocytes. Pour cela, le
modele de la diete riche en lipides et en cholestérol (HFHC), un modeéle récemment établi
pour I’induction d’une stéatose hépatique sévere [14], a été utilisé. La dicte HFHC avait
réduit de maniére importante 1’expression génique de la microsomal triglyceride transfer
protein (MTP), enzyme déterminante de 1’assemblage des VLDL. Cette diminution de
I’expression du geéne de la MTP suggere qu’une consommation chronique de la dicte
HFHC avait, semblablement a 1’Ovx, perturbé la production de VLDL et contribué au
développement de la stéatose. De maniere encore plus importante, 1’ingestion de la dicte
HFHC affaiblissait de 70 % D’expression génique du farnesoid X receptor (FXR)
hépatique, le régulateur clé du métabolisme des acides biliaires au foie. Ces données

indiquent qu’une baisse des facteurs de régulation des niveaux d’acides biliaires dans le



foie avait contribué a la sévérité¢ de la stéatose hépatique induite par cette dicte HFHC.
Dans la continuité de ces travaux, 1’étude suivante était consacrée aux effets
concomitants du retrait des estrogenes et d’une diete HFHC sur la stéatose hépatique.
Etonnamment, lorsque combinées, I’Ovx et la diéte HFHC potentialisaient simultanément
le niveau de stéatose ainsi que la suppression génique d’enzymes relatives aux voies
sous-jacentes a la stéatose, dont 1’assemblage des VLDL et de la sécrétion d’acides

biliaires.

Cette these comporte cinq chapitres. Le premier présente une revue de littérature
qui comprend quatre parties soit: la description: 1) des voies métaboliques et de
transport du cholestérol dans 1’organisme, 2) des mécanismes de régulation du
métabolisme du cholestérol, 3) de la contribution des estrogenes sur le métabolisme du
cholestérol pouvant intervenir sur le profil lipidique et le niveau des lipides hépatiques et
4) des effets de 1’exercice sur les voies métaboliques et de transport du cholestérol. Cette
derniére partie a été incluse a la revue de littérature afin de mieux comprendre en quoi la
pratique de ’activité physique réguliére s’aveére une avenue thérapeutique intéressante
pour contrecarrer les effets du retrait des estrogénes. Les trois chapitres suivants
présentent les données recueillies au cours des trois études et finalement, le cinquieme

chapitre comporte la discussion générale et la conclusion de cette thése.



Chapitre 1 : Revue de littérature
Partie 1 : Description des voies métaboliques du cholestérol

1. Voies d’entrée du cholestérol dans I’organisme

1.1 L’absorption intestinale du cholestérol

Absorbant quotidiennement de 1000 a 2000 mg de cholestérol, ’intestin humain
joue un rdle crucial dans le maintien de 1’homéostasie du cholestérol. En conditions
normales, 1’alimentation contribue a environ 30 % du cholestérol absorbé par 1’intestin.
La portion d’absorption complémentaire provient du recyclage du cholestérol biliaire et
des acides biliaires qui sont dérivés du cholestérol. Chez I’humain, I’intestin recueille
chaque jour de 500 a 1000 ml de bile, dont 95 % est recyclée [15]. Pour intégrer
I’organisme, le cholestérol traverse 1’épithélium intestinal par des cellules absorptives
appelées entérocytes. La disposition et la forme de ces cellules font que le passage de
deux membranes (apicale et basolatérale) est essentiel a 1’absorption compléte du
cholestérol (Figure 1). Il est a préciser que I’absorption du cholestérol a lieu
principalement dans les segments proximaux du tractus digestif, plus précisément dans le

duodénum et le j¢junum.

1.1.1 La traversée de la membrane apicale

Le cholestérol traverse la membrane apicale par des protéines de transport
membranaire. Cible de ’hypocholestérolémiant ezetimibe, le Niemann-Pick C1 Like 1
(NPCIL1) est le transporteur apical déterminant du cholestérol [16] (Figure 1). Cette
protéine est exprimée abondamment dans la portion médiale du petit intestin, le jéjunum.
Méme si le NPC1L1 n’est pas indispensable a I’absorption du cholestérol [17], il joue un
role de premier plan puisque 1’absence du géne encodant cette protéine diminue
fortement ’efficacité d’absorption [18, 19]. Des expériences sur la souris invalidée du
gene NPC1L1 indiquent une contribution de 1’ordre d’environ 80 % de 1’absorption totale

de cholestérol [18].



© Plant sterals
@ Free cholesterol

o Fatty acids

@ Lyso phospholipids
@ Monoacylglycerols

APO B

é Q,g: B"‘Z@ Al TP
Nascent HDLs 43 \
& F 7—‘

=
4:{
AT-2 >

A MGAT
(1 D58

. System
o

GOLGI t
ee 200
.OO... .0.%0
o350 0
bl A e .:o..O

I ENTEROCYTE
B-48

Al

FC

AV CM

Figure 1 : Mécanismes moléculaires du transport du cholestérol

Le cholestérol libre est transporté¢ depuis la lumiére intestinale & 1’aide de protéines situées sur le pole
apical des entérocytes. Alors que le NPCI1L1 est le transporteur déterminant de 1’entrée de cholestérol dans
la cellule intestinale, une importante proportion de cholestérol est renvoyée dans la lumiére intestinale par
les transporteurs ABCG5/GS. Egalement, ’ABCA1 contribue a I’homéostasie du cholestérol en favorisant
I’efflux de cholestérol de la cellule vers 1’apoA-1 des pré-HDL-C (nascent HDLs). Le cholestérol,
demeurant dans la cellule intestinale, est transféré dans le réticulum endoplasmique (ER) et ’acyl-CoA
cholesterol acyltransferase 2 (ACAT-2) catalyse [D’estérification du cholestérol alors que la
monoacyglycerol acyltransferase (MGAT) et la diacylglycerol acyltransferase (DGAT) recyclent les acides
gras et les monoacylglycérols en triglycérides (TG). Sous 1’action de la microsomal triglyceride transfert
protein (MTP), les lipides sont assemblés avec 1’apolipoprotéine B-48 nouvellement synthétisée pour
générer des chylomicrons (CM). Ces lipoprotéines sont ensuite acheminées dans des vésicules spécialisées

du ER vers le Golgi avec une participation cruciale du Sarlb GTPase. Image tirée de Lévy et collab. [20].

1.1.2 La traversée de 1a membrane basolatérale

Une fois dans le cytosol de I’entérocyte, le cholestérol traverse la membrane
basolatérale afin d’intégrer 1’organisme (Figure 1). Pour étre mis en circulation, le
cholestérol emprunte la voie des lipoprotéines. L’estérification du cholestérol par 1I’Acyl-

Coenzyme A cholesterol acyltransferase 2 (ACAT-2) prévient son reflux dans la lumiére
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intestinale par les ATP-binding cassette transporters G5/G8 (ABCGS5/G8) (Figure 1).
Pour évaluer la contribution de cette enzyme dans I’absorption du cholestérol, Repa et ses
colleégues ont effectué¢ des mesures d’absorption de cholestérol chez la souris invalidée du
gene ACAT-2 qu’ils ont comparées a la souris sauvage nourrie avec cinq différents
niveaux de cholestérol alimentaire (de 0 a 0,5 %) [21]. De maniére intéressante, aucune
différence d’absorption entre les animaux de type sauvage et ceux invalidés du geéne
ACAT-2 n’était observée avec la diete a 0 %, mais une diminution atteignant 70 % avec
la diéte enrichie de 0,5 % de cholestérol chez les animaux ACAT-2 (-/-) [21]. Ces
résultats montrent que I’ACAT-2 intervient activement sur le transport du cholestérol
seulement lors d’une ingestion élevée. Plusieurs autres protéines participent a la
production des CM telles que la monoacyglycerol acyltransferase (MGAT) et la
diacylglycerol acyltransferase (DGAT) qui, ensemble, unissent les acides gras et les
monoacylglycérols pour former des triglycérides. Sous I’action de la microsomal
triglyceride transfert protein (MTP), les lipides sont incorporés a I’apolipoprotéine B-48
(apoB-48) pour générer des CM. Par des vésicules spécialisées, ces lipoprotéines sont
ensuite acheminées du réticulum endoplasmique vers I’appareil de Golgi avec une
participation cruciale du Small GTPase de type Sarib (Sarlb) (Figure 1). Les CM sont
sécrétés en circulation lymphatique et, ultérieurement, atteignent la circulation

systémique.

1.2 La captation des résidus de chylomicrons (RC) par le foie

En circulation systémique, les TAG formant le corps lipidique des CM sont
hydrolysés par la lipoprotéine lipase (LPL), située sur la surface endothéliale des
capillaires des tissus périphériques. L’activit¢ de la LPL est contrélée par des
apolipoprotéines exprimées a la surface des CM. Les apolipoprotéines C-I et C-II (apoC-
I et IT) stimulent 1’activité de la LPL alors que I’apolipoprotéine C-III (apoC-III) I’inhibe
(Figure 2). Cette clairance périphérique des lipides alimentaires entraine une déplétion
d’environ 85 % du contenu en TAG des CM, la perte des apolipoprotéine A-I (apoA-I) et
des apoC-1, II et III ainsi que ’acquisition de 1’apolipoprotéine E (apoE), qui servira de

ligand pour les récepteurs hépatiques [22, 23] (Figure 2).
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Figure 2 : Métabolisme des chylomicrons

Lorsque les chylomicrons atteignent la circulation systémique, ceux-ci sont délipidés sous I’action de la
lipoprotéine lipase (LPL), enzyme catalysant I’hydrolyse des triglycérides retrouvés au centre des
chylomicrons. L’activité de la LPL est régulée par les apolipoprotéines C-I, C-II et C-III (apoC-I, apoC-II
et apoC-III). Image reproduite avec la permission de :

© International Chair on Cardiometabolic Risk (www.myhealthywaist.org).

Les transformations relatives au métabolisme des CM enrichissent les particules
en cholestérol pour former les résidus de chylomicrons (RC), reconnus par les récepteurs
hépatiques a I’apoE (Figure 2). Tout comme les voies de I’absorption de cholestérol et de
la production des CM, la captation des RC est une voie métabolique essentielle a
I’homéostasie du cholestérol dans 1’organisme. C’est en 1953 que Gould et ses collégues
ont découvert qu’au cours des heures suivant I’ingestion de cholestérol, la biosynthése de
cholestérol était largement diminuée au foie alors qu’elle demeurait inchangée dans les
autres tissus [24]. Mahley, I'un des plus grands experts dans le domaine, décrit la
captation des RC par trois mécanismes : 1) le low density lipoprotein receptor (LDLr), 2)
I’héparan sulfate proteoglycan (HSPG) et 3) le complexe HSPG-low density lipoprotein
receptor-related protein 1 (LRP1) [25] (Figure 3).
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Figure 3 : Mécanismes de captation des RC au foie

Les résidus de lipoprotéines (remnant) sont captés par le LDLr, les HSPGs et le LRP. Les HSPGs se
retrouvent abondamment dans la matrice de I’espace de Disse aussi bien qu’a la surface des hépatocytes.
Les groupes sulfatés (SO,) sur les HSPGs interagissent avec 1’apolipoprotéine E (apoE), la lipoprotéine

lipase (LPL) et la lipase hépatique (HL) en servant de « ligands » qui séquestrent, lient et captent les

résidus de lipoprotéines. Image tirée de Mahley et collab. [26].

1.2.1 La captation des RC par le LDLr

Le LDLr est impliqué dans la voie de captation des RC grace a son affinité pour
I’apoE acquise au cours de la phase de distribution périphérique des lipides (Figure 3).
L’apoE a la surface des RC est reconnue par le LDLr. A 1’aide d’un marqueur aux CM et
d’anticorps pour le LDLr, Choi et ses collaborateurs ont montré que les LDLr
contribuaient activement a la clairance des RC [27]. De plus, en 1’absence ou avec une
dysfonction des LDLr, des mécansimes compensatoires prennent place pour empécher

une hyperlipémie postprandiale prolongée [28].



1.2.2 La captation des RC par le HSPG

L’un des autres candidats a la clairance des RC est le HSPG. Localisé a la surface
des cellules hépatiques, le HSPG a une affinité pour la lipase hépatique (HL), la LPL et
I’apoE située a la surface des RC [29] (Figure 3). Le rdle prépondérant du HSPG a été
mis en évidence in vitro par 1’équipe de Mahley ainsi que par Williams et Fuki a ’aide
d’un traitement a I’héparinase qui inactive le HSPG. Etonnamment, 1’infusion
d’héparinase diminuait la capacité de liaison des RC de 80 a 90 % [30-33]. De maniere
encore plus importante, le role du HSPG a été mis en évidence in vivo grace a un modele
animal dans lequel une infusion d’héparinase dans la veine porte diminuait
semblablement la captation des RC par le foie [34]. Le HSPG intervient par d’autres

facons a la clairance des RC, notamment en interagissant avec le LRP1.

1.2.3 La captation des RC par le complexe LRP1-HSPG

Ce n’est que vers la fin des années 1980 que 1’équipe de Herz a identifi¢ le LRP1
[35]. Exprimé abondamment dans le foie, le LRP1 est un récepteur aux RC localisé a la
surface des hépatocytes ayant une affinité pour plusieurs ligands, dont 1’apoE, la HL et la
LPL [35]. L’HSPG contribue activement a cette voie en facilitant le transfert des RC dans
I’espace de Disse [34, 36] et en formant un complexe actif sur la membrane des
hépatocytes (Figure 3). Puisque le LRP1 est indispensable au développement
embryonnaire normal [37], il est impossible de générer des souris LRP1 (-/-). Néanmoins,
I’équipe de Rohlmann est parvenue a inactiver le géne LRP1 aprées la naissance de souris
afin de confirmer son rdle dans le catabolisme des RC [38]. L’inactivation du LRP1 avait
peu d’effets sur le profil lipidique en raison d’une compensation par surexpression du
LDLr hépatique [38]. D’un autre co6té, chez les sujets dépourvus du LDLr, I’inactivation
du LRP1 entrainait une forte accumulation de lipoprotéines contenant 1’apoB-48 (CM)
qui, toutefois, n’était pas aussi prononcée que chez les sujets dépourvus de I’apoE [39].
Dongc, le véritable facteur déterminant de la captation des RC est ’apoE puisque cette

apolipoprotéine est le ligand des trois voies de la captation des CM (Figure 3).



1.3 La biosynthése de cholestérol

En conditions normales, le corps humain contient prés de 100 g de cholestérol,
dont 90 % se trouvent en milieu cellulaire [40]. Ainsi, 10 g de cholestérol se retrouvent
en circulation. La biosynthése endogéne représente a elle seule prés de 70 % des
renouvellements quotidiens assurés par le foie et les tissus extrahépatiques notamment
I’intestin [40]. Méme si le foie contribue largement aux remplacements des pertes
quotidiennes de cholestérol, il ne peut combler les besoins de tous les tissus. Par exemple,
le cerveau, contenant 25 % des réserves de cholestérol de I’organisme [41], synthétise
localement son propre cholestérol [42]. A I’inverse, la stéroidogenése des glandes
surrénales et des gonades dépend principalement du cholestérol plasmatique issu de la
biosynthése hépatique. Méme si ces tissus possédent 1’équipement enzymatique pour
synthétiser localement leur cholestérol, il a ét¢ démontré que la source principale de
cholestérol pour la synthése hormonale provient de la captation de cholestérol des HDL-
C par le transporteur scavenger receptor BI (SR-BI) [43, 44]. Bien que seulement 10 %
du cholestérol synthétisé par les hépatocytes soit relaché en circulation [40], le foie est le
contributeur majeur de la distribution du cholestérol en périphérie grace a sa production

de VLDL et de HDL-C (décrit ultérieurement).

La biosynthése de cholestérol comporte une série de réactions biochimiques
cytoplasmiques initiée par la condensation de trois molécules d’acétate en 3-HMG-CoA
catalysée par ’HMG-CoA synthétase [45] (Figure 4). Le 3-HMG-CoA est ensuite réduit
en mévalonate sous l’action de I"HMG-CoA réductase (HMG-CoA 1), cible des
hypocholestérolémiants appelés statines. Le mévalonate subit plusieurs autres réactions
pour former le farnesyl (Figure 4) [45]. Subséquemment, a 1’aide de la squalene
synthétase, six molécules de farnesyl sont condensées en squalene [46]. Le squaléne subit
I’action de 1’oxydosqualéne cyclase, qui, apres plusieurs cycles, forme le /anostérol.

Finalement, le lanostérol est transformé en cholestérol par ’activité de 17 enzymes.



Acetyl CoA + H20 + Acetoacetyl CoA

HMG-CoA synthétase 1,
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Figure 4 : Vue d’ensemble de la voie de biosynthése hépatique du cholestérol

Résumé des réactions enzymatiques catalysant la biosynthése du cholestérol. Image inspirée de Charlton-

Menys et collab. [46].

1.4 La production hépatique de VLDL

La production de VLDL est cruciale au maintien de I’homéostasie lipidique du
foie et du plasma. L’interruption de cette voie chez le rat avait entrainé le développement
d’une stéatose hépatique sévere allant jusqu’a causer un stress du réticulum
endoplasmique des hépatocytes [47]. La production de VLDL débute dans le réticulum
endoplasmique et est semblable a la synthése des CM, mais implique 1’apoB-100 (forme
hépatique de I’apoB-48) [48]. Tout comme lors de la synthése des CM, les TAG et le
cholestérol ester, obtenus sous I’action des DGAT-2 et de ’ACAT-2, respectivement,
sont assemblés avec I’apoB-100 a 1’aide de la MTP (Figure 5). Lors de cette phase
appelée lipidation initiale, il a été démontré que la MTP incorpore les TAG et le
cholestérol ester a la lipoprotéine dés la phase de traduction de 1’apoB-100 [49] (Figure
5).
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Figure S : Premiére phase de I’assemblage du VLDL : la lipidation initiale

Dans la lumiére du réticulum endoplasmique (RE), les triglycérides (TAG) et les esters de cholestérol (CE)
obtenus sous I’action de la DGAT-2 de ’ACAT-2, respectivement, sont incorporés a I’apoB-100 a 1’aide de

la microsomal transfer protein (MTP).

Puisque I’espace dans la lumicre du réticulum endoplasmique est restreint, la
phase de lipidation initiale se termine alors que les particules de VLDL sont relativement
petites et denses [50]. Les particules sécrétées du foie pouvant atteindre une taille
d’environ 10 fois celle obtenue a la sortie du réticulum endoplasmique, les VLDL
poursuivent leur développement dans d’autres compartiments cellulaires [50]. En fait, la
plus grande proportion des lipides incorporés au VLDL est issue de la seconde phase de
I’étape d’assemblage du VLDL : la maturation. Les molécules de VLDL sont d’abord

transférées a 1’appareil de Golgi par la Sarla, pour étre finalement sécrétées.
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Figure 6 : Vue d’ensemble de I’assemblage et de la sécrétion des VLDL dans les divers
compartiments cellulaires
Lors de I’assemblage et de la sécrétion des VLDL, 1’apoB-100 est partiellement lipidée dans le réticulum
endoplasmique (ER) par la MTP formant des molécules relativement petites (pré-VLDL). Cette phase de
lipidation initiale est déterminante pour la sécrétion puisque les apoB-100 sortant du ER dépourvues de
lipides sont dégradées. Aprés la phase de lipidation initiale, les pré-VLDL deviennent de petits VLDL
(VLDL,). Les VLDL, atteignent 1’appareil de Golgi et peuvent étre sécrétés ou encore lipidés davantage
pour former de plus grosses particules (VLDL,). Image tirée de Olofsson et collab. [51]

Une autre protéine aussi impliquée dans 1’assemblage et la sécrétion de VLDL est
le Cideb, membre de la famille des cell death-inducing like-effector, retrouvé dans divers
tissus, mais avec le niveau d’expression le plus ¢élevé dans le foie. Le Cideb, colocalisé
sur la membrane du réticulum endoplasmique et sur les gouttelettes lipidiques, interagit
avec I’apoB-100 pour le transfert des lipides vers les particules de VLDL [52] (Figure 7).
Cette colocalisation permet le stockage des lipides non seulement lors de la phase de
lipidation initiale, mais également lors de la maturation des VLDL. Ainsi, le Cideb joue
un role prépondérant sur la taille des particules de VLDL sécrétées [52]. Particulieérement
en état de jeline, les souris dépourvues du geéne Cideb présentent une augmentation
significative des lipides hépatiques [52]. Ceci s’explique par le fait que 1’absence du

Cideb amoindrit substantiellement la taille des particules sécrétées. Le flux d’acides gras
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libres vers le foie étant accentué¢ durant le jeline, le rétrécissement des VLDL chez les
souris Cideb (-/-) a provoqué une rétention de lipides hépatiques. D’un autre coté, Ly et
ses collegues rapportent que la souris invalidée du gene Cideb ingérant une dicte riche en
lipides est protégée de 1’obésité et de I’accumulation de lipides hépatiques [53]. En fait, le
Cideb intervient aussi sur d’autres voies métaboliques. Dans les hépatocytes, le Cideb
stimule la lipogenése et diminue 1’oxydation des lipides, ce qui favorise doublement le
développement d’une stéatose. D’un c6té, le Cideb s’oppose au stockage des lipides au
foie en facilitant I’incorporation des lipides aux VLDL [52] alors que, de I’autre, il le
favorise en stimulant la lipogenese et en diminuant 1’oxydation des lipides. De prime
abord, le role du Cideb sur 1I’homéostasie des lipides hépatiques semble ambigu.
Toutefois, le Cideb pourrait tout simplement contribuer a la survie de 1’organisme de trois
facons : en 1) protégeant le foie d’une lipotoxicité, 2) favorisant la synthése et la
rétention des lipides dans 1’organisme, la source d’énergie utilisable la plus dense et 3)
permettant la distribution des lipides du foie vers les tissus périphériques requérant un
plus grand niveau d’énergie, notamment le coeur et les muscles squelettiques. En
quelques mots, le Cideb serait un hépatoprotecteur et un distributeur énergétique. Cette
hypothése concorde aussi bien avec ’action du Cideb sur la lipidation des VLDL qu’avec

son effet lipogénique.
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Figure 7 : Colocalisation du Cideb sur le réticulum endoplasmique et les gouttelettes
lipidiques
Le Cideb transfere des lipides vers les particules d’apoB-100. Sa colocalisation sur la membrane du

réticulum endoplasmique et sur les gouttelettes lipidiques lui confére un réle important sur la lipidation

totale des particules de VLDL.

1.5 La production intestinale de VLDL

En période post-absorptive, 1’intestine produit également des VLDL. Pour cela, I’intestin
exprime le géne apoB-100 qui, semblablement au géne exprimé dans le foie, permet
I’intégrité structurale des VLDL [54]. Cette voie d’entrée et de transport des lipides dans
I’organisme joueraient un role particulier dans 1’athérosclérose en stimulant 1’entrée de
lipides dans ’organisme en état de jeline et ce, en plus de la mise en circulation des
acides gras libres provenant de la lipolyse du tissu adipeux. Ainsi, une stimulation de
production intestinale de VLDL, notamment par une diete riche en lipides, est un

processus athérogene.
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1.6 Le devenir des VLDL

La dégradation des VLDL produits par le foie est identique a celle des CM sécrétés par
I’intestin, elle dépend principalement de la LPL des tissus périphériques (régulée par les
apo-C) qui forme des particules plus riches en cholestérol appelées résidus de VLDL ou
les lipoprotéines a densité intermédiaire (IDL-C). Le métabolisme des IDL-C prend
donc place par I'une des deux voies soit la voie des récepteurs ou celle de la lipase
hépatique. Une grande quantité des IDL formées est internalisée et dégradée dans le foie
via les récepteurs a I’apoB ou apoE, le récepteur aux VLDL (VLDLr) assurant la
reconnaissance des apoE sous leur isomorphe normal. Une quantité plus faible de
particules IDL est dégradée dans la circulation par la lipase hépatique (HL). La HL
transforme les IDL-C en LDL-C, les produits finaux du catabolisme des VLDL et des
IDL. La clairance des LDL se fait par leur apoB-100 avec le récepteur aux LDL (LDL)

(¢laboré davantage dans la section 2.3).

2. Voies d’élimination du cholestérol de ’organisme

L’incapacité de I’organisme a dégrader entierement les molécules de stérol
implique que I’excés de cholestérol emprunte la voie de transport a rebours (RCT) pour
étre éliminé. La voie de RCT se résume principalement en cinq étapes : 1) la biogenése
des HDL-C, 2) le recueil de I’excés de cholestérol en périphérie, 3) le transport et la
captation des lipoprotéines par le foie, 4) la production biliaire et 5) I'efflux de

cholestérol transintestinal.

2.1 Le métabolisme des HDL-C
La biogenese des prée-HDL-C

Il est acquis que le foie et I’intestin sont les deux principaux organes synthétisant
les pré-HDL-C. Respectivement, les hépatocytes et les entérocytes produisent 70 % et
30 % de I’ensemble des pré-HDL-C de 1’organisme [55, 56]. Ces deux organes sont les
seuls a synthétiser et a sécréter 1’apoA-I, une protéine essentielle a 1’intégrité structurale
de tous les HDL-C. Egalement, les hépatocytes et les entérocytes expriment 1’4 TP-
binding cassette transporter Al (ABCA1), un transporteur de cholestérol et de

phospholipides qui transfeére les lipides de la cellule vers les molécules d’apoA-I
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appauvries en lipides (Figure 8). Sous la méme appellation que la premiére phase de
I’assemblage du VLDL, la lipidation initiale du HDL-C forme une lipoprotéine de forme
discoidale nommée prée-HDL-C (Figure 8) [56].

hépatocyte ou entérocyte /

Figure 8 : Lipidation initiale : étape déterminante de la biogenése des pré-HDL-C

Le cholestérol libre (C) et les phospholipides (PL) sont transférés a 1’apolipoprotéine A-I (Al) a I’aide du
transporteur basolatéral ABCAL, entralnant la formation de lipoprotéines de forme discoidale appelées pré-

HDL-C.
Le remodelage des HDL-C en circulation

Les pré-HDL-C sont subséquemment remodelés par la [lécithine-cholestérol
acyltransférase (LCAT), une enzyme dont le lieu d’activité est le plasma et qui hydrolyse
les lécithines des lipoprotéines en produisant, entre autres, des esters de cholestérol
(Figure 9). Cette phase de remodelage transforme les pré-HDL-C en particules appelées
HDL; et est essentielle a I’homéostasie lipidique puisque 1’absence de la LCAT entraine
une diminution séveére des concentrations totales de HDL-C [57]. Toutefois, les
scientifiques ne sont pas unanimes quant a I’importance de la LCAT ou des HDL-C sur le
développement de 1’athérosclérose. Alors que plusieurs chercheurs ont postulaient qu’une

dysfonction ou une absence de la LCAT aurait un I’impact négatif sur la santé
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cardiovasculaire, des études chez 1’animal ont révélé des effets bénéfiques sur la santé
métabolique. Par exmple, I’absence de la LCAT chez I’animal exerce une certaine
protection contre I’insulinorésistance, le diabéte et I’obésité [58]. Les HDL; sont capables
d’amasser du cholestérol accumulé dans les cellules périphériques (décrit dans la section
suivante) et, aprés une nouvelle action de la LCAT, se transforment en particules de plus
en plus riches en esters de cholestérol appelées HDL,. Les HDL, ont une plus faible
densité et un plus grand diametre que ceux des HDL;. Parallelement, les particules de
HDL, et HDL3 sont la cible de la cholesterol ester transfer protein (CETP) sécrétée par le
foie et le tissu adipeux, une protéine hautement athérogeéne qui favorise le transfert des
CE obtenus des HDL-C vers les lipoprotéines contenant I’apoB [59] (Figure 9). En ce
sens, les HDL-C peuvent aussi contribuer a 1’athérosclérose lorsqu’elles demeurent
longtemps en circulation. Lors de la maturation des HDL; en HDL,, est également

acquise ’apolipoprotéine A-II (apoA-II), un cofacteur activant la lipase hépatique (HL).

Macrophage

pré-HDL-C

ETP
HDL2

Figure 9 : Remodelage des HDL-C sous ’action de la LCAT et de la CETP

Les particules de pré-HDL-C sont enrichies de cholestérol ester (CE) a 1’aide de la LCAT, une enzyme
estérifiant le cholestérol libre en CE. L’efflux de cholestérol des macrophages permet également le
remodelage des pré-HDL-C en HDL;. L’apoA-I des pré-HDL-C se lie aux ABCA1 et ABCGI des
macrophages, ce qui induit un mouvement de cholestérol libre des macrophages vers les pré-HDL-C et les

HDL;. La présence de I’apoA-II, acquise durant la maturation, empéche ce mouvement de cholestérol.
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2.2 L’efflux de cholestérol périphérique

L’efflux de cholestérol périphérique est le mouvement du cholestérol des cellules
extrahépatiques vers les lipoprotéines plasmatiques qui seront éventuellement redirigées
pour la plupart vers le foie. Puisque les HDL-C sont les principaux véhicules de la voie
RCT, I’efflux de cholestérol périphérique est un processus contribuant a la maturation des
HDL; en HDL, (Figure 9) 1l est a préciser que seul le cholestérol sous forme libre peut
étre transféré aux molécules d’HDL-C [60]. Les macrophages et les cellules spumeuses
des conduits vasculaires accumulent de grandes quantités de cholestérol qui peuvent étre
amassées par les HDL-C. L apoA-I, située a la surface des HDL-C, se lie a ’ABCA1 ou
a ’ABCGI1 des cellules périphériques, permettant ainsi 1’efflux de cholestérol [61]
(Figure 9). L’apoA-II, acquise durant la maturation des HDL; en HDL,, empéche ce
mouvement de cholestérol et sa surexpression accentue la progression de 1’athérosclérose

[62].

2.3 Le catabolisme des lipoprotéines

Les phases de biogenese, de remodelage et de maturation des HDL-C sont suivies
du catabolisme qui débute dans le plasma (Figure 10). Sécrétée en circulation par les
hépatocytes, la HL est primordiale au catabolisme des HDL-C [63-65]. Activée par
I’apoA-I1, la HL hydrolyse les phospholipides et les TAG des HDL, La délipidation des
HDL,; sous I’action de la HL réduit progressivement la taille des HDL, qui redeviennent
des HDL; (Figure 10). Des données issues d’expériences sur des animaux indiquent que
la surexpression de la HL affaiblit les concentrations d’HDL-C totaux plasmatiques [63-
65], alors que, a I’opposé, la déficience en HL retarde le catabolisme des HDL-C qui
s’accumulent en circulation [66-68]. Néanmoins, une élévation des concentrations de
HDL-C occasionnée par une absence ou une dysfonction de la HL pourrait s’avérer
athérogene. Toutefois, toutes les études ne font pas 'unanimité a cet effet. Par exemple,
des expériences effectuées chez la souris hypercholestérolémique rapportent qu’une
déficience en lipase retarde le processus d’athérosclérose, d’infarctus du myocarde

augmente la longévité [69].
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Figure 10 : Catabolisme des HDL-C

La formation des pré-HDL-C par le foie ou I’intestin est suivie d’une phase de remodelage sous ’action de
la LCAT qui forme des particules appelées HDL;. Le recueil du cholestérol en périphérie ainsi que I’action
de la CETP augmentent la taille des HDL; qui deviennent alors les HDL,. Les HDL, acquierent 1’apoA-II,
un co-facteur de la lipase hépatique (HL). Enfin, le catabolisme des HDL, prend place en circulation a
I’aide de la HL qui, progressivement, retire les TAG et les phospholipides (PL) pour reformer des HDL;,

qui pourront étre délipidés davantage au foie par le SR-BI.

Le foie poursuit le catabolisme des HDL-C a 1’aide d’un récepteur, le SR-BI,
aussi qualifi¢ de transporteur éboueur [70]. Par un processus appelé captation sélective
de cholestérol, le SR-BI hépatique pompe les ester de cholestérol des particules de HDL-
C vers les hépatocytes [70] (Figure 11). L’apoA-I de la surface des HDL; (préalablement

des HDL,) se lie au transporteur SR-BI hépatique. Par le transfert de cholestérol vers les
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cellules hépatique, cette liaison des HDL; permet de libérer de I’espace dans ces

lipoprotéines pour qu’elle puisse recueuillir d’autre cholestérol de la périphérie.

hépatocytej

Figure 11 : Captation sélective de cholestérol des HDL-C par le SR-BI

Les particules de HDL-C se lient au SR-BI a I’aide de 1’apolipoprotéine A-I (apoA-I) située a la surface des
HDL-C. Les esters de cholestérol (CE) sont transférés depuis le centre lipidique des HDL-C jusqu’aux

cellules hépatiques.

En plus de recueillir le cholestérol des HDL-C, le foie est responsable de 80 % de
la captation et de la dégradation des LDL-C grace a I’abondance des récepteurs aux LDL
(LDLr) [71]. Cette glycoprotéine influence grandement la cholestérolémie et est
impliquée dans I’hypercholestérolémie familiale autosomale, 'une des maladies
métaboliques héréditaires les plus dévastatrices [72, 73]. Le principal ligand endogene du
LDLr est I’apoB-100, seule apolipoprotéine présente sur les molécules de LDL-C. Méme
si le LDLr posséde également une affinité pour 1’apoE permettant I’internalisation
d’autres lipoprotéines, la fonction premiére du LDLr est d’assurer la clairance du surplus
de cholestérol des LDL-C, puisque ceux-ci recueillent approximativement 65 % du
cholestérol circulant chez I’humain [74]. La liaison du LDL-C au LDLr provoque leur
internalisation. La clathrine, une protéine structurale, recouvre cette vésicule qui sera
acheminée vers les endosomes, ou le faible pH dissocie la lipoprotéine de son récepteur,

celui-ci pouvant étre recyclé [75] (Figure 12).
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Figure 12 : Schéma de la voie de liaison, d’internalisation et de recyclage du LDLr

[lustration schématique de la captation des LDL par le LDLr. L’entrée du complexe « récepteur-ligand »

dans les cellules implique des vésicules tapissées de clathrine (Clathrin coated pit). La vésicule est

acheminée vers les endosomes ou 1’environnement

acide permet la dissociation du complexe. Le récepteur

peut étre recyclé et réacheminé a la surface des cellules. Image tirée de Jeon et collab. [74].

Une autre protéine intervenant sur la captation des LDL-C est la proprotein

convertase subtilisin kexin type 9 (PCSK9), une protéine récemment reconnue comme

impliquée dans I’hypercholestérolémie familiale autosomale [76]. La PCSK9 favorise la

dégradation des LDLr [77]. La PCSK9 est intracellulaire ou plasmatique, mais,

indépendamment de sa localisation, cette enzyme joue le méme role [78]. L’absence de

PCSKO9 circulante chez la souris invalidée

de la PCSK9 hépatique démontre que seul le

foie sécrete cette protéine dans le plasma [78].

2.4 La sécrétion de cholestérol par la voie hépatobiliaire

Pour D’éliminer de 1’organisme,

le foie redirige le cholestérol capté des

lipoprotéines vers les canaux biliaires ou le convertit en acides biliaires (AB). Pour

gagner la lumiére des conduits biliaires (canalicules), le cholestérol doit étre hydrolysé

puisque les transporteurs canaliculaires et

les enzymes amorcgant la synthése d’AB sont
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sélectifs au cholestérol libre. Dans le foie, il existe deux enzymes hydrolysant les esters
de cholestérol [79]. L’une d’elles, la cholestéryl estérase, est exclusive au cholestérol
provenant de la périphérie. La cholestéryl estérase est une enzyme située dans les
lysosomes qui s’active en réponse a la captation des lipoprotéines par le foie, source
préférentielle de cholestérol pour la sécrétion biliaire [80]. La deuxiéme hydrolase est la
cholestérol ester hydrolase (CeH), une enzyme ubiquitaire cytoplasmique qui assure
I’homéostasie du cholestérol libre cellulaire. Néanmoins, ¢’est la cholestéryl estérase qui
joue un role prépondérant dans la sécrétion de cholestérol biliaire. La sécrétion d’acides
biliaires (AB) constitue la force motrice de 1’efflux de cholestérol canaliculaire [81, 82].
La sécrétion de cholestérol biliaire dépend aussi largement de I’efflux canaliculaire des
phospholipides, essentiels a la formation de micelles mixtes de lipides dans les conduits
biliaires [81]. L’importance des phospholipides dans la sécrétion de cholestérol biliaire a
¢été¢ mis en évidence chez la souris dépourvue de I’ATP-binding cassette transporter B4
(ABCB4), protéine d’expulsion des phospholipides vers les canalicules (Figure 13), qui
présentait une absence quasi compléte de cholestérol dans la bile [83, 84]. Les
ABCGS5/GS, des protéines spécifiques a I’expulsion de cholestérol vers les canalicules
(Figure 13), sont aussi de véritables facteurs déterminants de la sécrétion de cholestérol
biliaire [85]. En effet, la double ablation des génes encodant ’ABCGS et ’ABCGS
interrompt profondément la sécrétion de cholestérol biliaire [85]. Les ABCGS5/GS8
forment un hétérodimere situé sur la membrane apicale des cellules épithéliales de la

section proximale des canalicules (Figure 13).
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Figure 13 : Principaux transporteurs hépatiques du cholestérol, des acides biliaires et des

phospholipides dans les conduits biliaires.

Image tirée de Dikkers et de Tietge [86] ©2010 Baishideng Publishing Group Co.

2.5 La synthése d’acides biliaires

Dans le foie humain, approximativement 500 mg de cholestérol sont convertis en
AB quotidiennement afin d’émulsifier les lipides de la lumiére intestinale. Les AB sont
ainsi essentiels a 1’absorption intestinale des lipides, du cholestérol et des vitamines
liposolubles [87]. Le cholestérol est converti en AB sous 1’action de 17 enzymes
exprimées au foie. Les molécules dérivées de ces actions enzymatiques constituent les
AB primaires, soit I’acide cholique et I’acide chenodeoxycholic. La synthése d’AB
primaires inclut quatre étapes: 1) [’amorce, 2) les modifications structurelles, 3)

I’oxydation et le rétrécissement de la chaine latérale et 4) la conjugaison.

L’amorce

L’étape d’amorce de la synthése des AB de la voie classique débute par la
conversion du cholestérol en 7a-hydroxycholesterol a 1’aide de la cholesterol 7a-

hydroxylase (CYP7AL), I’enzyme déterminante de la synthese des AB qui appartient a la
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famille des cytochromes P450 [87] (Figure 14). Des résultats d’expériences par
invalidation du géne CYP7A1 démontrent que 75 % des AB sont synthétisés par la voie
classique. Une voie alternative, catalysée par la cholesterol 27o0-hydroxylase

(CYP27A1), est régulée indépendamment de la voie classique et également a la

e

HO
5-Cholesten-3-ol (Cholesterol)

formation d’acide cholique [87].
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Figure 14 : Initiation de la synthése d’acides biliaires

Image tirée de Russell DW [87]. © (2003) Clearance Center, Inc.

Les modifications structurelles

Les intermédiaires obtenus par la CYP7A1 ou la CYP27A1 sont ensuite convertis
a laide de la microsomal 3p-hydroxy-A’-Css-steroid oxidoreductase (Cy7 3p-HSD)
(Figure 15) [87]. Puisque la fonction de la C,7 3B-HSD est unique et cruciale, la perte de
sa fonction empéche toute production d’AB. Les produits de cette derniére transformation
tombent sous I’action de la sterol 12a-hydroxylase (CYP8BI) ou de la 3-oxosteroid-5p3-
reductase (AKRI1D1).
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L’oxydation et le rétrécissement de la chaine latérale

Les produits obtenus de la phase de modification structurelle sont ensuite
graduellement oxydés et raccourcis (Figure 16). La CYP27A1, I’enzyme amorcant la
synthése d’AB par voie alternative, participe également a la phase d’oxydation [88].
Cette double participation confére a la CYP27A1 un role déterminant sur la synthese
d’AB. Les humains dépourvus de la CYP27A1 accumulent du cholestanol, un composé
neurotoxique dérivé d’une voie catabolique prenant place lorsque la production d’AB est
interrompue. Ce composé s’accumule dans les tendons, mais également dans le cerveau a
cause de la perméabilité de la barriere hémato-encéphalique. L’¢élévation de cholestanol
cérébral meéne au développement d’une pathologie rare appelée cerebrotendinous
xanthomatosis [89]. Un fait intéressant est que la souris est protégée de cette maladie

grace au CYP3A1, une enzyme pouvant remplacer la fonction de la CYP27A1 [90, 91].
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L’intermédiaire oxydé par la CYP27A1 est ensuite rétréci par une série de réactions
s’apparentant a la B-oxidation des acides gras. Ce rétrécissement est déclenché par la bile
acid coenzyme A ligase qui conjugue I’intermédiaire de stérol avec la coenzyme A
(Figure 16). La derniere étape de 1’oxydation de la chaine latérale est lancée par la

peroxisomal thiolase 2, formant un propionyl-coenzyme A et un intermédiaire d’ AB.
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Figure 16 : Oxydation et rétrécissement de la chaine latérale de stérol

Image tirée de Russell DW [87]. © (2003) Clearance Center, Inc.

La conjugaison

Enfin, I’étape finale de la synthése d’AB consiste en sa conjugaison avec la
glycine ou la taurine par la bile acid coenzyme A:amino acid N-acyltransferase (BAAT)
(Figure 17). Cette réaction enzymatique est remarquablement efficace puisque plus de
98 % des AB excrétés du foie sont aminés [92]. La conjugaison des AB facilite la
formation de micelles dans I’environnement trés acide du duodénum et elle est suivie
d’une ionisation, d’ou I’appellation sels biliaires. Ces réactions sont essentielles a la
saturation de la bile en AB puisque la solubilit¢ passe de 0,28 g/L pour les AB non

conjugués a 569 g/L pour les sels biliaires [87]. Les AB sont expulsés vers les canalicules
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a l’aide de la bile salt export protein (BSEP) et du multi drug resistant protein (MDR),

deux protéines transmembranaires du pdle apical des hépatocytes [93] (Figure 18).
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Figure 17 : Conjugaison des acides biliaires

Image tirée de Russell DW [87]. © (2003) Clearance Center, Inc.

2.6 Le recyclage des acides biliaires

Puisque D’instestin absorbe treés efficacement les AB, prés de 90 % des AB
passant dans le tube digestif sont récupérés [94]. Ce phénomene de réabsorption, aussi
appelé cycle entérohépatique, se fait tout au long de I’intestin par une combinaison de
mécanismes de transport passif et actif. L’index d’hydrophobicité supérieur des AB
conjugués empéche leur diffusion passive vers la circulation portale [95]. A I’opposé, la
déconjugaison favorise ce mode d’absorption [95]. Les bactéries intestinales peuvent
déshydroxyler les AB qui deviennent des acides biliaires secondaires, molécules
hautement hydrophobes traversant passivement I’épithélium intestinal [95]. Toutefois, en
conditions normales, la diffusion passive est peu déterminante sur le transport des AB. En
plus grande importance, le transport actif requiert la présence de protéines de transport
plus ou moins sélectives aux AB. Le jéjunum et 1’iléon, expriment 1’organic anion
transport protein 3 (OATP3), une protéine non sélective, mais qui posséde une affinité
pour les AB [96, 97]. En plus de I’OATP3, la recapture des AB s’effectue par un systéme
de transport sélectif ayant lieu exclusivement dans les iléocytes. Le fait que la
concentration d’AB dans la lumiére intestinale des sections précédant 1’iléon soit
relativement constante [98] et qu’une résection de I’iléon provoque une malabsorption
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des AB [99] sont des preuves que I’iléon constitue le principal si¢ge d’absorption des
AB. En fait, il a ét¢ démontré que le transport actif des AB par les iléocytes serait, a lui
seul, suffisamment efficace pour assurer la réabsorption de I’ensemble des AB produits
par le foie [100, 101]. Tout comme le cholestérol, les AB traversent deux membranes
pour intégrer 1’organisme. Les AB sont d’abord liés a ’apical sodium bile acid
transporter (ASBT), une protéine transmembranaire située sur le pdle apical des iléocytes
(Figure 18). L’ASBT est un symporteur sélectif aux AB conjugués qui fonctionne a 1’aide
du gradient de Na+ maintenu par 1’activité de la pompe Na+/K+-ATPase [102, 103]. Les
AB retrouvés a D’intérieur des entérocytes sont ensuite liés a 1’ileal bile acid binding
protein (IBABP), une protéine de transport cytosolique. Bien que la fonction
physiologique exacte de I’'IBABP ne soit pas clairement établie, son affinité de liaison
pour les AB et son niveau d’expression élevé dans les iléocytes sont des facteurs
appuyant son implication dans le transport des AB [102, 104]. Du c6té basolatéral, les
organite solute transporters o. et § (OSTa/P) transférent les AB vers la circulation portale

[105, 106] (Figure 18).
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Figure 18 : Mécanismes de transport des acides biliaires dans les cellules intestinales et
hépatiques

Les acides biliaires sont sécrétés a travers la membrane apicale des hépatocytes par le transporteur
canaliculaire Bile salt export pump (BSEP). Les acides biliaires sont ainsi relachés dans le duodénum et

s’écoulent par la bile dans la lumiére intestinale. Les acides biliaires sont réabsorbés dans 1’iléon via

Papical sodium bile acid transporter (ASBT) et des organite solute transporters o et § (OSTa-OSTp).
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Subséquemment, les AB réintégrent les hépatocytes a 1’aide du sodium-dependent
sodium/taurocholate co-transporting polypeptide (NTCP) et du sodium-independent
multispecific organic anion transporters (OATP) [107, 108] (Figure 18). Contribuant a
pres de 90 % de la recapture des AB au foie, le NTCP est le transporteur déterminant
[107]. Comme I’organisme posséde une grande capacité a réabsorber les AB et que ceux-
ci influencent grandement le transport du cholestérol, la voie d’absorption intestinale des
AB serait une cible thérapeutique de premier choix dans le traitement de

I’hypercholestérolémie.

2.7 L’efflux de cholestérol transintestinal

Jusqu’a tout récemment, la voie hépatobiliaire était le seul mode d’élimination du
cholestérol de 1’organisme identifié. Toutefois, si cette voie était unique, I’interruption
partielle ou compléte de la sécrétion de cholestérol biliaire abolirait 1’excrétion fécale.
Trois modeles de cholestase, caractérisés par une incapacité d’excrétion de cholestérol
biliaire, suggerent 1’existence d’une voie complémentaire a 1’élimination du cholestérol
de I’organisme. Tout d’abord, les souris dépourvues des ABCGS5/G8 hépatiques, des
protéines essentielles a I’excrétion de cholestérol biliaire, excrétent une importante
quantité¢ de cholestérol dans les féces [85]. Ensuite, la souris invalidée du transporteur
canaliculaire des phospholipides, I’ABCB4, aussi incapable d’excréter du cholestérol par
voie biliaire, présente un niveau d’excrétion de cholestérol fécal similaire a celui de la
souris sauvage [109]. Enfin, Cheng et ses collaborateurs ont décelé la présence de stérols
d’origine non alimentaire dans les matiéres fécales de patients atteints d’une obstruction
compléte des conduits biliaires [110]. La présence de cholestérol dans les matiéres
fécales de sujets incapables de 1’excréter par la bile est un argument solide quant a
I’existence d’une voie alternative. En effet, le tissu intestinal, indépendamment de la voie
hépatobiliaire, est capable d’excréter du cholestérol. Appelé secrétion transintestinale de
cholestérol (TICE), ce processus participe activement a 1’élimination du cholestérol de
I’organisme. Des expériences a 1’aide de marqueurs radioactifs ont pu déterminer la
contribution du TICE a environ 30 % de I’excrétion totale de cholestérol de I’organisme
[111-113]. Méme si le jéjunum est le siége principal de I’absorption du cholestérol, le

duodénum serait le contributeur majeur de son excrétion [114].
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La voie TICE requiert la présence et I’activité de plusieurs protéines sur le coté
basolatéral aussi bien que sur le coté apical des entérocytes. Méme si tous les
mécanismes ne sont pas entierement définis a ce jour, quelques protéines ont clairement
été identifiées pour leur participation dans le TICE, dont le LDLr. Etant le second organe
le plus impliqué dans la captation et la dégradation des LDL-C [71], I’intestin contribue a
environ 10 % de la dégradation des LDL-C. Par leur liaison sur le LDLr, les cellules
intestinales internalisent les LDL-C de la circulation systémique vers la lumicre
intestinale [115]. En plus du LDLr, les cellules duodénales expriment également la
PCSK9, impliquée dans la dégradation du LDLr. Bien que peu d’études documentent la
fonction du PCSK9 sur I’homéostasie du cholestérol intestinal, des travaux récents ont pu
¢claircir son réle notamment sur le TICE. Quelques équipes de chercheurs ont observé
que I’invalidation de la PCSK9 provoque une surexpression du LDLr intestinal [116,
117]. De plus, des expériences sur explants duodénaux rapportent un flux de cholestérol
doublement plus ¢levé par voie TICE chez les souris PCSK9 (-/-) par rapport aux souris
de type sauvage [118]. Dans cette méme ¢tude, une expérience effectuée dans des
explants d’intestin humain dévoile que les LDL-C et les HDL-C contribuent de maniére
similaire au TICE [118]. Néanmoins, les HDL-C joueraient seulement un role
« accessoire » sur le TICE. En effet, des souris déficientes en ABCA1, un gene essentiel
a la biogenése des HDL-C, excrétent du cholestérol par voie TICE en quantité similaire a
celle des souris de type sauvage [119]. Néanmoins, le tissu intestinal étant doté d’une
grande plasticité, il s’adapte aisément aux changements nutritionnels et biologiques. Il est
donc possible qu’en absence d’HDL-C certaines compensations, telle une augmentation
de la captation des LDL-C par les entérocytes, parviennent a normaliser le TICE. En
dépit de leur fonction dite auxiliaire, il apparait qu’en conditions normales les HDL-C

contribuent activement au TICE.
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Partie 2: Mécanismes hépatiques de régulation des voies
métaboliques du cholestérol

Outre son rdle structural en formant les membranes cellulaires, le cholestérol joue
un role prépondérant sur diverses fonctions physiologiques en vertu d’étre le précurseur
des hormones stéroidiennes et un constituant de la bile et des acides biliaires, essentiels a
I’absorption des lipides et des vitamines liposolubles. Par conséquent, la régulation des
voies métaboliques du cholestérol est indispensable a ’homéostasie de I’organisme. Le
foie contribue a cette régulation a I’aide de facteurs de transcription et des récepteurs

nucléaires, dont le SREBP-2, le liver X receptor (LXR) et le farnesoid X receptor (FXR).

3.1 Le sterol regulatory element binding protein-2 (SREBP-2)

Le SREBP-2 appartient a la famille des facteurs de transcription connue sous le
nom de sterol regulatory element-binding proteins (SREBPs). La famille des SREBPs
comprend trois membres : le SREBP-1a, le SREBP-1c ainsi que le SREBP-2. Le SREBP-
Ic est abondamment exprimé dans le foie et les glandes surrénales et régule le
métabolisme des acides gras et des triglycérides alors que le SREBP-1a a pour double
fonction d’activer la biosynthése du cholestérol et d’acides gras. La surexpression du
SREBP-1a se solde en une accumulation séveére de TAG et de CE hépatiques [120]. En
raison de son role essentiel a la régulation du métabolisme du cholestérol, le SREBP-2,
une protéine ubiquitaire, fera I’objet d’une attention plus particuliére dans cette revue. Le
SREBP-2 est indispensable a la survie puisque 1’absence du geéne entraine un déces in
utero vers le 11° jour embryonnaire [121]. Situé sur la membrane du réticulum
endoplasmique, le SREBP-2 subit un clivage protéolytique pour s’activer sur le plan
transcriptionnel [122]. Ce clivage dépend d’abord de son association avec le SREBP-
cleavage activating protein (SCAP) (Figure 17). Le SCAP comprend deux domaines
controlant la fonction du SREBP-2: le domaine senseur aux stérols et le domaine
d’interaction [122] (Figure 19). Grace au domaine senseur aux stérols, la déplétion de
cholestérol intracellulaire active le SCAP qui, en se liant au domaine d’interaction du
SREBP-2, I’escorte du réticulum endoplasmique vers 1’appareil de Golgi, ou il subira le
clivage protéolytique. Ce clivage active ou inhibe la transcription de plusieurs geénes

permettant la réplétion de cholestérol intracellulaire. De maniére intéressante, I’absence
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du SCAP dans le foie diminue de 80 % la biosynthése hépatique du cholestérol [123].
Ceci s’explique par la capacité du SCAP a activer directement ’HMG-CoA r, I’enzyme
déterminante de la biosynthése de cholestérol. A ’opposé, I’accumulation de cholestérol,
grace au domaine senseur aux stérols du SCAP, change sa conformation, ce qui le
réoriente vers une autre protéine, 1’/nsig, a laquelle il se lie [124] (Figure 19). L’Insig
inhibe la biosynthése de cholestérol de deux facons: 1) en fixant le complexe
SREBP/SCAP dans le réticulum endoplasmique [125, 126] et 2) en s’associant avec
I’HMG-CoA r pour entrainer son ubiquitination et sa dégradation [127] (Figure 19).

Cytoplasm Degradation
SREBP
- . ﬁ HMG CoA

| ‘ V ’
ER S A

/ , [ %terol-sensing domain

Sterol-sensing domain | 4 .
/ Oxysterol  24,25-dihydrolanosterol
Cholesterol

Figure 19 : Mécanismes de régulation du cholestérol intracellulaire par le SREBP-2

Lorsque le cholestérol s’accumule dans la cellule, les Insigs interagissent soit avec le complexe
SREBP/SCAP ou I’'HMG CoA reductase de la membrane du RE. L’interaction entre I’Insig et le
SREBP/SCAT maintient ce complexe dans le réticulum endoplasmique et empéche la synthése de nouveau
cholestérol. D’un autre c6té, I’Insig peut interagir avec ’'HMG-CoA r afin qu’un ubiquitine se fixe pour

favoriser sa dégradation. Image tirée de Sato R. [128]
3.1.1 Le SREBP-2 hépatique

Le SREBP-2 hépatique stimule 1’expression génique de plusieurs enzymes de la
voie de biosynthése de cholestérol notamment '"HMG-CoA synthétase [129], 'HMG-
CoA r [130] ainsi que la squaléne synthétase [131]. Le SREBP-2 induit également
I’expression génique du LDLr qui favorise la captation de plusieurs lipoprotéines par le

foie [132]. En dépit de sa fonction opposée au LDLr, le PCSKO est également stimulé par
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le SREBP-2 [133]. Cette coactivation du LDLr et du PCSK9 par le SREBP-2 explique le
phénomene de résistance aux statines sur la baisse de la cholestérolémie. C’est le ratio
entre 1’expression de PCSK9 et le LDLr qui dicte D’efficacité de ce traitement.
Précisément, un ratio PCSK9:LDLr supérieur accroit la dégradation des LDLr et
s’oppose a I’effet hypocholestérolémiant des statines [133]. D’un autre c6té, le SREBP-2
inhibe I’expression de la MTP, un transporteur essentiel a 1’assemblage du VLDL,
bloquant ainsi la sécrétion de cholestérol du foie [134]. Ensemble, ces contrdles
transcriptionnels exercés par le SREBP-2 rétablissent le niveau de cholestérol cellulaire.
De plus, le SREBP-2 régule I’ABCAI, une protéine déterminante de la biogenese des
HDL-C. En périphérie, I’expression de ’ABCA1 est augmentée en réponse a un exces de
cholestérol par ’activation du LXR (expliqué dans la section suivante). A 1’opposé, dans
les hépatocytes, 1’exceés de cholestérol diminue I’expression de I’ABCAI1. Cette
divergence s’explique par la régulation transcriptionnelle de ’ABCA1 unique au foie
(Figure 20). Norimasa T. et ses collégues ont décelé deux régions promotrices sur
I’ABCA1 hépatique. L’une des régions est contrdolée par le LXR qui réprime la
transcription de ce transporteur [135]. La deuxiéme région promotrice, quant a elle, est
régulée par le SREBP-2 qui stimule I’ABCA1 [135]. Cette régulation de ’ABCAL par le
SREBP-2 explique I’augmentation du niveau des HDL-C avec I’utilisation des statines.
Ces médicaments diminuent les niveaux de cholestérol hépatiques, ce qui stimule le

SREBP-2 et, par conséquent, I’expression de I’ABCA1 [135] (Figure 20).
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Figure 20 : Régulation de I’expression de ’ABCA1 hépatique

Le SREBP-2 contribue a I’augmentation des HDL-C a la suite d’un traitement aux statines. Dans le foie,
I’activation du SREBP-2 stimule 1’expression de ’ABCAL alors que, dans les tissus extrahépatiques, son

expression est diminuée par ’activation du LXR (oxysterols). Tirée de Sato R. [128]

3.1.2 Le SREBP-2 intestinal

L’intestin est I’un des sites les plus actifs, apres le foie, dans la biosynthése de
cholestérol de I’organisme [136, 137]. Respectivement, le foie et I’intestin fournissent la
moitié et le quart du cholestérol plasmatique [138]. Méme si la biosynthése de cholestérol
par l’intestin est peu connue, cette voie s’avere pourtant un mécanisme contributif a
I’hypercholestérolémie et a la stéatose hépatique. Les pathologies, notamment le diabéte
de type II, peuvent stimuler de prés de deux fois le taux de synthése de cholestérol
intestinal [139]. Le SREBP-2 intestinal joue ainsi un réle important sur I’homéostasie du
cholestérol dans 1’organisme qui, toutefois, semble incapable de s’ajuster face aux
changements de flux de cholestérol dans la lumiére intestinale. L’inadaptabilité de
I’intestin par rapport a un plus grand arrivage de cholestérol vient du fait que c’est au
niveau de I’iléon que le SREBP-2 est le plus abondamment exprimé [140]. Puisque
I’absorption de cholestérol et le TICE se font principalement dans la partie proximale du

petit intestin, peu de cholestérol traverse I’épithélium iléal. Le SREBP-2 étant activé par
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la déplétion de cholestérol, il est donc plus abondant dans les iléocytes. Le faible niveau
d’expression du NPCILI dans ces cellules fait que l’enrichissement d’une dic¢te en
cholestérol affecte peu leur contenu de cholestérol et donc le SREBP-2 [141]. Ainsi, en
dépit d’une ingestion élevée de cholestérol, la biosynthése par les iléocytes est maintenue.
L’inadaptabilit¢ des iléocytes a réajuster leur biosynthése de cholestérol est donc un
mécanisme pouvant contribuer a accentuer les effets délétéres d’une diéte riche en
cholestérol. Le SREBP-2 intestinal joue aussi un role important sur I’absorption de
cholestérol. Ce n’est que récemment que ce role a été mis en valeur. A ’aide d’essais in
vitro par retard sur gel, une technique détectant I’interaction entre une protéine et I’ARN
d’une autre protéine, Waddah et son équipe ont repéré une régulation directe de
I’expression génique du NPCILI, le transporteur déterminant de [’absorption de
cholestérol, par le SREBP-2 [142]. Ce mécanisme a pu expliquer I’effet de certains
nutriments sur la réduction de I’absorption intestinale de cholestérol. En effet, certains
nutriments, notamment le curcuma, diminuent 1’expression du NPCIL1 par la

suppression du SREBP-2 intestinal [143].

3.2 Le liver X receptor (LXR)

Le liver X receptor (LXR) appartient a la superfamille des récepteurs nucléaires
constituant un groupe de 48 facteurs de transcription, dont les récepteurs aux hormones
sexuelles, aux hormones thyroidiennes, aux vitamines liposolubles ainsi qu’aux
métabolites du cholestérol [144]. Les récepteurs nucléaires amorcent I’expression d’un
réseau complet de génes suivant leur activation par des molécules liposolubles, telles que
les hormones stéroides, les oxystérols ou encore des vitamines. Certains récepteurs
nucléaires jouent un role dans la protection des cellules de 1’organisme contre une
¢lévation brusque de composés potentiellement toxiques tels le cholestérol, les AB et les
vitamines liposolubles. Le LXRa et le LXRf ont été identifiés chacun indépendamment
par triage du génome vers le milieu des années 1990 [145-147]. Le LXR a ainsi ¢été
appelé en raison de 1’abondance du LXRa hépatique, le premier isoforme a avoir été
cloné [147, 148]. Des analyses de séquences d’ADN du LXRa et du LXR/ ont démontré
une importante homologie (77 %) des acides aminés situés dans les domaines de liaison

du ligand (LBD) et de liaison de I’ADN (DBD), confirmant leur lien étroit [145-147].
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C’est en 1997 que deux équipes de chercheurs ([149] et [150]) ont identifié les oxystérols
comme ¢étant les ligands endogenes pour le LXR. Un peu plus tard, un groupe spécifique
de dérivés mono-oxydés du cholestérol ont été identifiés comme les ligands les plus
puissants pour I’activation du LXR [149-151]. L’activit¢ du LXR dépend de son
hétérodimérisation avec le retinoid X receptor (RXR) [152] (Figure 21). Afin de produire
des réponses physiologiques, I’hétérodimére LXR-RXR se lie a une séquence appelée
LXR-responsive element (LXRE), située sur une région régulatrice de ses génes cibles

[150] (Figure 21).
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Figure 21 : Structure de base des récepteurs nucléaires et formation d’hétérodimeres des

récepteurs nucléaires avec le RXR

a La structure de base des récepteurs nucléaires mettant en évidence le ligand-binding domains. b Le liver
X receptor (LXR) forme un hétérodimére avec le retinoid X receptor (RXR) qui se lie a une séquence
appelée LXR response element (LXRE) de geénes cibles pour contréler leur niveau d’expression. De
maniere similaire, le farnesoid X receptor (FXR) forme un hétérodimeére avec le RXR pour se lier aux FXR
response element (FXRE), des génes cibles pour réguler leur niveau d’expression. Tiré de Calkin A. et de

Tontonoz P. [153]
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3.2.1 L’expression du LXR

L’isoforme LXRa est exprimé abondamment dans le foie ainsi que dans les reins,
I’intestin, le tissu adipeux, les poumons, les macrophages et la rate, alors que 1’isoforme
LXRp est ubiquitaire. Le LXR exerce diverses fonctions physiologiques variant selon le
tissu dans lequel il est activé. Des agonistes du LXR ont permis de détailler ses roles dont
la suppression de la néoglucogenése, 1’amélioration de la sensibilit¢ a 1’insuline
systémique et son effet anti-inflammatoire. Le LXR a fait I’objet de cibles thérapeutiques
dans le traitement de plusieurs maladies, notamment 1’athérosclérose, le diabéte et les
maladies cardiovasculaires [154]. Ce récepteur nucléaire régule le métabolisme du

cholestérol, particulierement en orchestrant la voie du transport a rebours du cholestérol.

3.2.2 Les roles du LXR sur la voie RCT

L’activation du LXR se solde en une stimulation globale de la voie RCT. Cette
activation débute par la biogene¢se des HDL-C (Figure 20). L’ABCAL, le transporteur clé
de la lipidation initiale des HDL-C, est hautement régulé par le LXR et est 'un des
premiers genes cibles identifiés [155]. La thérapie par agoniste du LXR entraine une
surexpression de ’ABCAI1 dans le foie, I’intestin et les macrophages, ce qui permet
simultanément la biogenése des HDL-C et I’efflux de cholestérol périphérique [156]
(Figure 22). La perte de ces deux réponses a la suite d’une activation pharmacologique du
LXR chez les sujets dépourvus de I’ABCA1 suggere I’implication de ce transporteur dans
le RCT [155]. Conjointement au contréle qu’il exerce sur ’ABCAIL, le LXR régule
d’autres génes coopérant a I’efflux de cholestérol périphérique. Par exemple, le LXR
induit I’expression d’ABCG1 qui, de concert avec I’ABCA1, coordonnent I’efflux de
cholestérol périphérique vers les HDL-C (Figure 22) [157-159]. Le LXR augmente aussi
I’expression d’apolipoprotéines dont 1’apoE, 1’apoC-I et I’apoC-II, impliquées dans le
catabolisme lipoprotéique [160]. En outre, le LXR induit I’expression d’enzymes de
remodelage telles la CETP et la LPL [161, 162]. Tous ces événements liés a 1’activation
du LXR facilitent le transport du cholestérol de la périphérie vers le foie. Chez la souris,
I’activation du LXR confére un potentiel antiathérogéne en prévenant la formation de
plaques athéromateuses [163, 164]. Par conséquent, le développement d’agonistes

sélectifs au LXR est devenu une cible thérapeutique convoitée pour limiter la progression
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de I’athérosclérose. Dans la poursuite de I’investigation des roles du LXR sur le RCT,
I’équipe de Ishimoto a découvert un important potentiel du LXRa a induire 1’expression
du LDLr hépatique via un LXRE [165]. Ainsi, le LXRa favoriserait aussi la clairance du

cholestérol de la circulation.

pré-HDL-C

Figure 22 : Roles du LXR dans la voie RCT

Le LXR stimule la lipogenése hépatique par le SREBP-1c. Le LXR active la biogenése des d’HDL-C en
induisant I’expression de ’ABCA1 hépatique et intestinal. En périphérie, le LXR accélére le remodelage
des HDL-C en stimulant ’expression de la LCAT, de la CETP ainsi que des ABCA1l et ABCG1 des
macrophages. Le LXR induit I’expression de 1’apoC-I et C-II qui, ensemble, stimulent 1’activité de la LPL.
Le LXR stimule également 1’expression de 1’apoE, une apolipoprotéine cruciale pour la captation des
résidus de CM par le foie. Le LXR hépatique facilite I’excrétion de cholestérol par la voie hépatobiliaire en
induisant la CYP7A1 pour synthétiser des AB, une force motrice pour la sécrétion canaliculaire de
cholestérol et les transporteurs canaliculaires du cholestérol, les ABCGS5/GS. Dans I’intestin, le LXR

restreint 1’absorption de cholestérol en induisant les ABCGS8/GS5 et en diminuant le NPCI1L1.
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Puisque le cholestérol ne peut étre catabolis¢, I’excrétion de 1’organisme dépend
grandement de la conversion du cholestérol en AB. Le géne CYP7A1, encodant I’enzyme
clé¢ de la synthése des AB dans le foie, a été le premier géne identifi¢ comme cible du
LXRa [166]. Les souris invalidées du LXRoa accumulent davantage de cholestérol
hépatique que les souris de type sauvage lorsque nourries d’une dicte riche en cholestérol
en raison d’une diminution importante de 1’élimination de cholestérol par la synthése
d’AB [166]. En revanche, il est a noter que le LXRo humain supprime I’expression du
CYP7A1l. Le LXRa humain se distingue du LXRa animal par sa capacité a induire
directement 1’expression du small heterodimer parter (SHP), un facteur de transcription
qui inhibe P’activit¢ du CYP7A1. Outre ces fonctions sur la biosynthése des AB, le LXR
active 1’excrétion canaliculaire de cholestérol en stimulant 1’expression des ABCG5/G8

[167, 168].

En dépit des multiples bénéfices sur le métabolisme du cholestérol, le LXR active
la lipogenese de novo. En effet, le LXR stimule la lipogenése de novo en induisant
I’expression du sterol regulatory element binding protein Ic (SREBP-1c), de 1’acetyl
CoA carboxylase (ACC), du steroyl CoA desaturase 1 (SCD1) et de la fatty acid synthase
(FAS) [166, 169, 170] (Figure 22). Comme ’exces de cholestérol libre est cytotoxique,
I’estérification est essentielle a 1’homéostasie cellulaire. Ce sont les acides gras
nouvellement synthétisés qui servent de substrats pour estérifier le cholestérol pour
prévenir 1’apoptose. Par conséquent, il n’est pas étonnant de retrouver une augmentation
des TAG hépatiques aprés une ingestion élevée et chronique de cholestérol de méme
qu’avec I’emploi d’un ligand agoniste du LXR [166]. Cet effet secondaire est le principal
obstacle s’opposant a I’efficacité des ligands spécifiques au LXR comme cible
thérapeutique. Du méme coup, cette activation de la lipogenéese par le LXR constitue [’un

des liens importants entre le métabolisme du cholestérol et celui des acides gras.

Par le contrdle de 1’étape initiale de 1’entrée de cholestérol et de 1’étape finale de
I’¢limination du cholestérol, I’intestin joue un role prépondérant sur I’homéostasie du
cholestérol. Le LXR intestinal intervient a la fois sur 1’absorption et sur I’excrétion du

cholestérol en contrélant 1I’expression des transporteurs déterminants de ces deux voies.
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L’activation du LXRa entraine une baisse de I’expression du NPCIL1 [171] et une
surexpression des ABCG5/G8 [168] (Figure 22). Ces régulations par le LXR se
traduisent par une excrétion fécale de cholestérol accrue [172], plus précisément par une

stimulation du TICE [173].

3.3 Le farnesoid X receptor (FXR)

Le farnesoid X receptor (FXR) est également un facteur de transcription de la
famille des récepteurs nucléaires. Le FXR, originalement nommé le retinoic X receptor-
interacting protein 14, a été découvert en 1995 [174]. Au courant de la méme année,
Forman et ses collaborateurs ont identifié le farnesol, un intermédiaire de la voie de
biosyntheése du cholestérol, comme ligand endogene de ce récepteur, d’ou ’appellation
actuelle [175]. Comme le niveau de farnesol nécessaire a I’activation du FXR est
pharmacologique, la poursuite des recherches a permis de déterminer que les AB sont les
véritables ligands endogénes du FXR [176, 177]. Le FXR est donc en fait un régulateur

de la concentration intrahépatocytaire et intraentérocytaire des AB.

3.3.1 L’expression du FXR

Le FXR est exprimé abondamment dans le foie, I’intestin, les reins et les glandes
surrénales [175]. Semblablement au LXR, le FXR forme un hétérodimeére avec le RXR
pour moduler I’expression d’un réseau de genes cibles. Le FXR réprime la transcription
de plusieurs génes par I’induction du facteur de transcription inhibiteur SHP [178, 179].
L’un des obstacles de 1’étude des fonctions biologiques du FXR fut que plusieurs autres
récepteurs nucléaires, dont le pregnane X receptor (PXR), le constitutive androstane
receptor (CAR) et le récepteur a la vitamine D (VDR), possedent ¢galement une affinité
pour les AB. De ce fait, I’ablation génique du FXR fut indispensable a la découverte des
roles spécifiques du FXR [180].

3.3.2 Le role du FXR sur I’homéostasie du cholestérol et des acides biliaires

Puisqu’un surplus d’AB est cytotoxique, le FXR hépatique intervient pour les
résorber des hépatocytes. Le FXR régule la synthese et les flux d’AB entre le foie et
I’intestin. Par rétrocontrdle négatif, le FXR empéche la conversion du cholestérol en

nouveaux AB par I’induction du SHP [178, 179]. Lorsqu’activé, le SHP forme un
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hétérodimere avec le liver receptor homologue 1 (LRH1) qui bloque 1’expression génique
du CYP7A1 [178, 179] (Figure 23). De manicre semblable, I’expression du CYP8B1 est
inhibée par le FXR par I’entremise du SHP qui diminue I’kepatocyte nuclear factor 4a
(HNF-4a) [181]. Précisément, la déplétion du HNF-4a diminue 1’expression du CYP8B1
(Figure 23). En plus d’inhiber la synthése de nouveaux AB, le FXR hépatique stimule
leur conjugaison et facilite leur expulsion dans la bile, ce qui a pour effet d’accélérer le
processus de détoxification des AB accumulés dans les cellules hépatiques. Pour cela, le
FXR induit la surexpression de la BAAT, de la BSEP ainsi que de la ABCB4 [182-185].
Le FXR facilite également le transport canaliculaire du cholestérol, en induisant
I’expression génique des ABCGS5/G8 [186]. La présence du FXR response element
(FXRE) sur le promoteur du géne de ces transporteurs démontre I’interaction directe
entre ces genes et le FXR hépatique [186]. Le FXR joue donc un rdle de premier plan sur

les niveaux de cholestérol et d’AB hépatiques.
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Figure 23 : Régulation de la synthese des acides biliaires

A La synthése des AB est régulée par rétrocontrole négatif a 1’aide du small heterodimer partner (SHP).
Les AB se lient au FXR qui stimule le SHP hépatique, ce qui affaiblit 1’expression des LRH1/HNF-4,
complexe responsable d’inhiber la transcription du CYP7A1 et du CYP8B1. B Les AB induisent le
fibroblast growth factor (FGF) 15/19 au petit intestin, un facteur servant de signal entérohépatique qui

réprime également la transcription du CYP7A1. Adapté de Anna E. et de Eckardt T. [187].
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La présence d’AB dans les entérocytes active le FXR qui régule I’expression de
diverses molécules orchestrant leur résorption. Pour empécher I’entrée d’autres AB a
I’intérieur des cellules intestinales, le FXR inhibe I’expression du transporteur apical
ASBT [188] (Figure 24). Toutefois, sur le pole basolatéral, le FXR induit I’expression
des protéines OSTa et OSTP. Méme si cette action semble contradictoire au réle du FXR
sur la détoxification des AB, cette réentrée des AB dans I’organisme joue deux roles
essentiels. Tout d’abord, 1’absorption des AB du coté basolatéral est la seule fagon
d’expulser ces composés cytotoxiques a 1’extérieur des entérocytes puisque ceux-ci sont
dépourvus de protéines apicales permettant leur reflux vers la lumiére intestinale [189].
Le passage des AB par la membrane basolatérale est ainsi le seul moyen de les éliminer
du milieu intracellulaire des iléocytes. Conjointement, cette réabsorption accentue le flux
des AB vers le foie, ce qui renforce I’activation du FXR hépatique. De concert avec la
régulation intrahépatique de la synthése des AB, ’intestin sécréte le fibroblast growth
factor 15 (FGF15 ou FGF19 chez I’humain), signal émis en réponse a 1’activation du
FXR intestinal (Figure 24). Le FGF15/19 est relaché en circulation entérohépatique et se
lie au récepteur hépatique FGF receptor 4 (FGFR4) qui inhibe 1’expression du CYP7A1
[190, 191]. Ce mécanisme complémentaire renforce le lien entre le foie et I’intestin dans
le contréle de I’homéostasie du cholestérol et des AB hépatiques. De maniére
intéressante, une activation spécifique du FXR intestinal chez la souris MDR (-/-), un
modele animal de cholestase, avait prévenu la pathologie [192]. Le fait que cette
protection fut perdue en 1’absence du FXR intestinal suggére un rdle important de ce

récepteur sur I’homéostasie du cholestérol et des AB hépatiques [192].
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Figure 24 : Activation du FXR intestinal

L’élévation des niveaux d’AB a I’intérieur des iléocytes active le FXR. Pour limiter I’entrée de nouveaux
AB, le FXR inhibe I’expression de I’ASBT situé sur le pole apical. Simultanément, le FXR induit
I’expression génique des OSTa/p, les transporteurs basolatéraux, et la relache du FGF15/19, une hormone

destinée a un récepteur hépatique pour inhiber la synthése de nouveaux AB.

3.3.3 Le role du FXR sur ’homéostasie des lipides

Le FXR et la clairance périphérique des lipides plasmatiques

La génération de souris dépourvues du FXR a mis en évidence 1I’importance de ce
récepteur sur le métabolisme des AB, mais aussi sur I’homéostasie des lipides. En effet,
les souris FXR (-/-) sont dyslipidémiques et absorbent davantage de cholestérol que les
souris de type sauvage [180, 193]. Ce phénotype est attribuable en partie par le contrdle
de Dexpression génique d’apolipoprotéines impliquées dans le métabolisme des
lipoprotéines. Par exemple, le FXR régule I’expression de 1’apoC-II par deux sites de la
région promotrice du gene, qui stimulent ’activit¢ de la LPL. En catabolisant les
lipoprotéines, la LPL les libére de TAG de la circulation en fournissant de 1’énergie
utilisable par le muscle ou permet leur stockage dans le tissu adipeux [194] (Figure 25).
Ceci explique D’effet hypolipémiant d’un ligand agoniste du FXR chez des souris
dyslipidémiques [194]. Le fait que ce ligand n’ait aucun effet sur les TAG plasmatiques
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de souris FXR (-/-) indique que ce récepteur controle les niveaux de lipides circulants. En
plus de sitmuler 1’expression de ’apoC-II, le FXR réduit 1’expression de 1’apoC-III qui
inhibe la LPL [195]. Conjointement, I’activation de 1’apoC-II et I’inhibition de 1’apoC-III
par le FXR se soldent en une hyperactivit¢ de la LPL et donc, en une baisse des

concentrations de TAG plasmatiques (Figure 25).

Hépatocytes

Tissu adipeux Muscle

Figure 25 : Mécanismes de diminution des TAG plasmatiques par le FXR

L’activation du FXR hépatique inhibe 1’expression du SREBP-lc et stimule le PPAR-o, ce qui,
conjointement, diminue la concentration intrahépatique de TAG. Par I’induction du SHP, le FXR hépatique
inhibe également la MTP, s’opposant ainsi a la distribution des TAG vers le plasma par la sécrétion de
VLDL. En périphérie, le FXR stimule I’apoC-II et inhible 1’apoC-II1, ce qui stimule doublement I’activité
de la LPL, une enzyme hydrolysant les TAG des lipoprotéines circulantes. Les acides gras obtenus sous
I’action de la LPL sont recombinés en TAG dans le tissu adipeux ou oxydés par le muscle squelettique.
Enfin, le FXR stimule le retour des lipoprotéines vers le foie en induisant le SR-BI, récepteur aux HDL-C,
ainsi que 1’apoE, apolipoprotéine présente a la surface des résidus de CM et des HDL-C et reconnue par le

LDRr et le LRP1.
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Le FXR et la production de VLDL

Un ligand agoniste du FXR chez le hamster nourri d’une diéte riche en fructose
avait amélioré le profil lipidique en minimisant la production de VLDL hépatiques [196].
Puisqu’une baisse de production de VLDL est un facteur prostéatotique, il est a noter que
ce ligand avait également inhibé la lipogenese de novo, prévenant ainsi le développement
d’une stéatose [196]. Le déclin de la production de VLDL par le FXR s’explique par le
contrdle qu’exerce ce récepteur nucléaire sur la MTP (Figure 25). En effet, le traitement
de cellules hépatiques au CDCA, 1’un des ligands agonistes les plus puissants du FXR,
bloque I’expression génique et protéique de la MTP [197]. Ce contrdle s’explique par
I’induction du SHP (Figures 23 et 24), I’un des régulateurs de la MTP [197]. Cette action
indirecte du FXR sur la MTP explique le potentiel d’un ligand agoniste du FXR a

corriger la dyslipidémie provoquée par une diéte riche en fructose [196].

Le FXR et le métabolisme des lipides au foie

D’un autre c6té, le FXR induit I’expression de I’apoE, une apolipoprotéine
essentielle a la captation des résidus de CM, grace a son affinité pour le LDLr, le HSPG
et le LRP1 des hépatocytes [198]. De plus, le FXR facilite la captation sélective de
cholestérol dans les HDL-C par I’induction du SR-BI hépatique [199, 200].
Paralle¢lement, le FXR atténue ’activité du SREBP-1c par I’entremise du SHP (Figure
24) [201]. Matsukuma et son équipe ont également identifié¢ un site sur le promoteur du
géne FAS qui est inhibé par le FXR [202]. Chez I’humain, I’activation du FXR stimule
I’expression du PPARa et un des geénes favorisant 1’oxydation des lipides [203] (Figure
25). Somme toute, le FXR est un hypolipémiant par ses multiples actions sur la clairance
lipoprotéique, la lipogenese et 1’oxydation des lipides. Par I’entremise des AB, le FXR

¢tablit donc un lien important entre le métabolisme du cholestérol et celui des lipides.

3.3.4 Le FXR et les niveaux de lipides hépatiques

La dysfonction du FXR est associée a diverses perturbations, dont la stéatose
hépatique, la cholestase intrahépatique, le cancer du tractus hépatobiliaire ainsi que
I’hypoxie [204-207]. Depuis les derniéres années, beaucoup d’efforts ont été mis de

I’avant afin d’établir le lien entre le FXR et la stéatose hépatique. La relation entre les
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lipides hépatiques et le FXR est nettement exposée chez la souris dépourvue du FXR qui
développe spontanément une stéatose hépatique sévere [208, 209]. De plus, la deuxiéme
¢tude de cette these a fourni de nouveaux ¢léments selon lesquels des facteurs diététiques
parviennent a inhiber le FXR (Chapitre 3). Dans cette étude, nous rapportons que des rats
nourris d’une diete HFHC présentent une répression de I’ordre de 70 % de 1’expression
génique du FXR par rapport aux animaux nourris d’une di¢te standard. En outre, la
sévérité de la stéatose €tait si prononcée qu’une hépatomégalie et une décoloration du
foie étaient visibles a 1’ceil nu. Méme s’il fut impossible de déterminer si la répression du
FXR ¢était une cause ou une conséquence de la stéatose, il semble exister un lien étroit
entre I’expression du FXR et le niveau de lipides hépatiques. Par exemple, Yang et ses
collaborateurs ont rapport¢ une corrélation négative entre les niveaux de lipides
hépatiques et d’expression du FXR chez les patients atteints de stéatose hépatique [204].
Le FXR est également devenu une cible pharmacologique de premier choix dans le
traitement de la stéatose hépatique. L emploi de ligands spécifiques au FXR chez le rat
obése zucker (fa/fa) a contrecarré la stéatose [210]. De récents résultats d’une étude
clinique au deuxieme stade d’un ligand agoniste spécifique au FXR indiquent
d’importants effets bénéfiques chez les patients atteints de diabete de type II et de
stéatose hépatique [211]. L’emploi d’un ligand pharmacologique du FXR améliore la
sensibilité a I’insuline et résorbe les lipides hépatiques, et ce, dés la sixiéme semaine
d’utilisation [211]. A la lumiére de ces résultats, le FXR s’avére une cible thérapeutique
prometteuse. Malgré cela, la régulation endogene ainsi que les effets pléiotropes sont peu

documentés.
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Partie 3: Les estrogénes et les voies métaboliques du
cholestérol

Les estrogeénes confeérent aux femmes une importante protection cardiovasculaire
[212]. Ces hormones femelles exercent un large éventail d’actions biologiques prévenant
a la fois I’athérogenése et le dépot de lipides ectopiques. L’arrivée de la ménopause
déclenche une triade athérogeéne caractérisée par une réduction des niveaux d’HDL-C,
une hausse des LDL-C ainsi qu’une hypertriglycéridémie, qui potentialise le risque de
développer une stéatose hépatique [213]. En fait, plusieurs études démontrent la relation
étroite entre la cholestérolémie et les lipides hépatiques, et les estrogénes auraient un
impact majeur sur cet axe (pour des revues, voir références [214, 215]). Une
dysrégulation du métabolisme du cholestérol pourrait donc étre impliquée dans
I’hypercholestérolémie et la stéatose hépatique. La présente section recensera les effets de
la présence ou de I’absence des estrogénes sur les voies métaboliques du cholestérol
(résumés dans le tableau 1). Cette partie vise également a mettre en évidence en quoi une
dysrégulation du métabolisme de cholestérol lors d’un déficit en estrogeénes peut favoriser

I’accumulation de lipides hépatiques.

4.1 Les estrogénes et I’absorption intestinale de cholestérol

Méme si ce secteur de recherche demeure peu documenté, certains €léments
indiquent une influence des estrogénes sur 1’absorption intestinale du cholestérol. Tout
d’abord, les entérocytes expriment les deux isoformes du récepteur aux estrogénes, les
récepteurs aux estrogenes o (ERa) et B (ERP) et, étonnamment, la présence d’estrogénes
stimule leur expression [216]. Une rétroaction positive des estrogeénes sur leurs propres
récepteurs implique qu’une fluctuation des niveaux de ces hormones aura un impact
important sur le tissu intestinal. Plusieurs différences sur le plan de [’absorption
intestinale de cholestérol ont été découvertes en fonction du sexe et de 1’age [217-220],
suggérant ainsi un role important des estrogenes. De manicre intéressante, la baisse des
concentrations d’estrogenes chez la souris dgée est associée a une surexpression du
NPCILI1, le transporteur déterminant de [’absorption de cholestérol [216]. Une
absorption intestinale du cholestérol accrue s’avére ainsi un mécanisme

physiopathologique qui pourrait expliquer 1’apparition de I’hypercholestérolémie a la
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ménopause. Ce role des estrogénes sur le transport intestinal de cholestérol demeure
toutefois contradictoire dans la littérature. Par exemple, dans I’étude citée plus haut
[216], une série d’expériences complémentaires avaient ¢été effectuées sur d’autres
groupes d’animaux Ovx chez lesquels le déficit en estrogénes n’avait aucun impact sur le
NPCI1LI intestinal. Etonnamment, un traitement a I’E2 chez les animaux Ovx avait triplé
I’expression du NPCI1L1 dans le petit intestin. En outre, les rates Ovx traitées a I’E2
absorbaient le cholestérol plus efficacement [216]. Le rdle des estrogénes sur le passage
apical des cellules intestinales est donc incertain a ce jour. Comme [’absorption du
cholestérol se compléte par la traverse basolatérale des entérocytes, il est & considérer que
les estrogénes puissent intervenir sur la production des CM. Il est bien reconnu que la
chute des hormones femelles entraine une perte de sensibilité a 1’insuline [221, 222].
Qu’elle soit systémique ou localisée dans I’intestin, 1’insulinorésistance provoque une
surproduction de CM [223-226]. Une surproduction de CM est caractérisée par une
accélération de 1’absorption des lipides ingérés et une absorption supérieure de lipides par
rapport a une quantité ingérée. Cela s’explique par le fait qu’une insulinorésistance
intestinale stimule la lipogenése de novo dans les entérocytes [224]. Par conséquent, il est
possible que les femmes postménopausées produisent davantage de CM que les femmes
préménopausées pour une méme quantité de lipides ingérés. Par ailleurs, une étude
comparant la cinétique de production de CM chez des femmes postménopausées a celle
de femmes préménopausées de méme age, indice de masse corporelle et profil lipidique a
jeun, révélait une surproduction de ces lipoprotéines postprandiales [227]. Cette étude
soutient le role important des estrogénes sur la sécrétion de CM et une telle influence
affecterait la capacité d’absorption intestinale de cholestérol. En accélérant 1’entrée des
lipides et du cholestérol par une surproduction de CM, la déficience en estrogénes
accentue le flux de ces lipides vers le foie, un mécanisme favorisant la pathogenéese de la

stéatose hépatique.

4.2 Les estrogenes et la clairance des lipoprotéines

Les estrogenes ont de multiples effets sur le profil lipidique qui préviennent le
développement de [’athérosclérose [228]. Notamment, les estrogénes accélérent la

clairance les lipoprotéines postprandiales en induisant 1’expression de ’apoE [229]. A
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I’opposé, le retrait des estrogénes retarde la clairance des lipides postprandiaux [230-
232]. Ce délai, étant contrecarré par la thérapie hormonale, indique que les estrogénes
interviennent ¢galement sur cette voie métabolique [233]. Pareillement, une étude (non
publiée) issue de notre laboratoire rapporte une répression génique du LDLr et du LRP1
par le retrait des estrogenes. La baisse de ces récepteurs sensibles a plusieurs
lipoprotéines était accompagnée d’une hypercholestérolémie. Ces changements dans
I’expression génique du LDLr par les estrogénes corroborent les résultats d’une étude
dans laquelle une injection d’E2 chez le rat stimulait de huit fois 1’expression génique et
de dix fois I’expression protéique du LDLr hépatique [234]. Ensemble, ces données
suggerent qu'un déficit estrogénique entrave la clairance des lipoprotéines. Quoiqu’une
défaillance dans la clairance des lipoprotéines n’explique pas 1’accumulation de lipides
hépatiques, ce mécanisme pourrait largement contribuer a 1’hypercholestérolémie

observée a partir de la ménopause.

4.3 Les estrogeénes et la biosynthése de cholestérol

Le retrait des estrogénes cause une hypercholestérolémie [235, 236] et une
biosynthése de cholestérol accrue en serait une cause potentielle. Chez la rate agée, la
baisse des niveaux d’estrogénes stimule D’activit¢ de ’'HMG-CoA r, sans toutefois
affecter I’expression génique du SREBP-2 [237, 238]. En opposition a ces résultats, la
perte des estrogenes par le retrait des ovaires affaiblit I’activité et I’expression de ’HMG-
CoA r[213, 239]. La troisieme étude reliée a cette theése (Chapitre 4) confirme ces effets
de I’Ovx sur ’THMG-CoA r et, en outre, rapporte une baisse de I’expression génique du
SREBP-2, un régulateur de la biosynthése du cholestérol. Paradoxalement, un modulateur
sélectif aux récepteurs aux estrogénes (SERM), un autre modele expérimental servant a
¢tudier D’effet du retrait des estrogenes, n’affectait ni D’activité de 'HMG-CoA r ni
I’expression du SREBP-2 [240]. Etant donnée la divergence des effets d’un déficit
estrogénique sur la biosynthése de cholestérol hépatique, il est difficile d’établir le role
exact des estrogeénes sur ce plan. Néanmoins, ces modeles comprennent chacun

d’importants biais pouvant étre a la source de ces différences (signalés au chapitre 5).
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4.4 Les estrogénes et la production de VLDL

Il est de plus en plus évident que les estrogenes interviennent sur la voie
d’assemblage et de sécrétion des VLDL. Lemieux et ses collégues ont observé que
I’utilisation d’un SERM, un inhibiteur de la voie de signalisation des estrogenes,
diminuait de 30 % I’expression génique de la MTP hépatique, un transporteur
déterminant de l’assemblage du VLDL [240]. De maniére similaire, le retrait des
estrogenes par ’Ovx affaiblissait I’expression génique et protéique de la MTP hépatique
[4, 241]. Au-dela de ces événements moléculaires dans la cellule hépatique, la perte des
fonctions ovariennes chez la rate Ovx réduisait la production de VLDL in vivo [4]. Etant
donné que cette derniére étude était la seule démontrant un affaiblissement de la
production de VLDL en réponse au retrait des estrogenes, les travaux reliés a cette thése
avaient pour objectifs de confirmer ces données et d’ajouter des éléments nouveaux a ce
secteur. A ce propos, I’étude présentée dans le quatriéme chapitre rapporte que le retrait
des estrogenes atténue substantiellement 1’expression génique de molécules régulant
diverses étapes de 1’assemblage et de la sécrétion du VLDL, dont 1’apoB, la MTP, la
DGAT-2, ’ACAT-2, la Sarla et le Cideb. La réduction importante de toutes ces enzymes
en réponse a 1’Ovx appuie notre hypothése selon laquelle les hormones femelles
stimulent la voie de production des VLDL. Allant dans le méme sens que notre
hypothése, I’emploi de contraceptifs oraux a base d’ethinylestradiol (EE) et la thérapie de
remplacement hormonale (E2) amplifient le taux de production de VLDL [242, 243].
Ensemble, ces données et celles issues d’études de notre laboratoire mettent en évidence
qu'un déficit estrogénique puisse diminuer I’efficacit¢ de la production de VLDL.
L’hyposécrétion de lipoprotéines hépatiques occasionne une rétention de lipides dans le

foie, ce qui concorde avec I’accumulation de lipides hépatiques chez les rates Ovx.
4.5 Le role des estrogénes sur la voie RCT

Meétabolisme des HDL-C

Les estrogénes modulent le profil lipidique de la femme en affaiblissant les
concentrations de LDL-C au profit des HDL-C, leur conférant ainsi une protection
cardiovasculaire jusqu’a la ménopause [244]. Paradoxalement, chez la rate, le retrait des

estrogénes par 1’Ovx ¢éléve les concentrations d’HDL-C [9, 245, 246], les lipoprotéines
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dites « cardioprotectrices » (pour une revue, voir référence [247]). Considérant que la
ménopause chez la femme diminue les concentrations d’HDL-C d’environ 10 % [248], le
retrait des ovaires chez [’animal pourrait altérer différemment le métabolisme

lipoprotéique (expliqué au chapitre 5).

Efflux de cholestérol périphérique

L’effet antiathérogéne des estrogénes réside également dans leur potentiel a
promouvoir I’efflux de cholestérol périphérique. En effet, cette capacité a ét¢ démontrée
par une expérience de culture de macrophages au cours de laquelle un traitement a I’E2
accentuait I’efflux de cholestérol [249], I’activité¢ de la CeH et de la cholesteryl esterase
[250] ainsi que I’expression de I’ABCA1 [251]. Bien que tous ces changements
favorisent I’efflux de cholestérol périphérique, la présente d’estrogénes in vivo n’a
pourtant aucun impact sur la capacité fonctionnelle de transfert de cholestérol des
macrophages vers les HDL-C [252]. Selon de récentes données rapportées par Badeau et
son équipe, le véritable potentiel antiathérogene des estrogeénes serait induit par d’autres

¢tapes de la voie RCT [249].

La captation des lipoprotéines au foie

L’un des puissants potentiels antiathérogénes des estrogeénes est celui de stimuler
la clairance des lipoprotéines circulantes par le foie. En plus d’induire le LDLr [234], ces
hormones femelles abaissent la concentration de PCSK9 circulante, ce qui contribue a
une plus grande activité de ce récepteur [253]. En plus de faciliter la captation des LDL-C
par le foie, le LDLr a le potentiel d’internaliser les HDL-C contenant des estrogenes
[254]. Ceci s’explique par le fait que la LCAT, une enzyme contibuant au remodelage et
a la maturation des HDL-C, a aussi la capacité d’estérifier les estrogénes et de les
incorporer aux HDL-C [255]. La présence d’estrogénes dans les HDL-C augmente
jusqu’a dix fois leur capacité de liaison et d’internalisation par les cellules hépatiques
[256]. Ceci pourrait expliquer en partie pourquoi les niveaux d’HDL-C sont plus élevés
chez les animaux Ovx (Chapitre 4). Le catabolisme lipoprotéique étant une étape
déterminante de la voie RCT, les estrogeénes accélerent donc I’élimination du cholestérol

de l'organisme par le retour des LDL-C et des HDL-C au foie. Selon ces données, la
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perte des fonctions ovariennes réduit le catabolisme des lipoprotéines par le foie, qui

s’accumulent donc dans le compartiment plasmatique.

L efflux de cholestérol biliaire

Une voie également influencée par la présence d’estrogeénes est celle de la
production biliaire. En stimulant la sécrétion totale de la bile, particulicrement la
sécrétion canaliculaire de cholestérol, ces stéroides féminins contribuent d’autant plus a
résorber le cholestérol de 1’organisme. Cependant, les estrogénes exercent un contrdle
biphasique de la sécrétion de cholestérol biliaire, selon lequel des niveaux physiologiques
d’estrogénes favorisent I’excrétion, alors que des niveaux pharmacologiques (tel que
retrouvés lors d’une grossesse) induisent une cholestase. En effet, des concentrations
physiologiques de ces hormones femelles stimulent la sécrétion totale de la bile [257,
258] et I’efflux de cholestérol biliaire [259]. Ces effets permissifs peuvent s’expliquer par
le fait que les estrogénes accélérent la captation des lipoprotéines par les cellules
hépatiques [254, 260]. Précisément, la captation des lipoprotéines par les hépatocytes
stimule 1’excrétion de cholestérol biliaire [80, 261]. En outre, lors d’une grossesse, les
niveaux pharmacologiques d’estrogénes sursaturent la bile en cholestérol, ce qui peut
provoquer une stase de la bile, une pathologie connue sous le nom de cholestase
gestationnelle. L’administration d’ethinyl estradiol (EE) chez I’animal a dose équivalente
aux concentrations d’estrogenes lors de la grossesse est devenue un modele expérimental
de la cholestase bien établi [262-264]. Le traitement & I’EE chez la souris perturbe
I’écoulement de cholestérol biliaire de méme que I’expression génique des ABCG5/GS8
hépatiques, les facteurs déterminants de 1’excrétion de cholestérol biliaire. Ces
perturbations n’étant pas observées chez les animaux dépourvus de ’ERa suggerent une
interaction directe entre la voie de signalisation des estrogeénes avec les transporteurs
ABCG5/G8. Ces résultats ainsi que 1’absence d’une cholestase chez les animaux
invalidés du ERa mettent en évidence le réle premier des hormones femelles sur les voies

de sécrétion biliaire [265].

4.6 Les estrogénes et le métabolisme des acides biliaires au foie

Plusieurs arguments indiquent que le retrait des estrogénes diminue la synthése

d’AB. Par exemple, les animaux Ovx présentent des niveaux inférieurs d’activité et
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d’expression génique et protéique de la CYP7AI, I’enzyme déterminante de la synthése
d’AB, que ceux des animaux du groupe controle [9, 266-268]. En outre, les rates Ovx
présentent une réduction de I’expression génique de 1’ordre de 50 % de la CYPSBI et de
30 % la BSEP, catalysant la synthése et I’excrétion des acides biliaires, respectivement.
De plus, le retrait des estrogénes supprimait 1’expression du facteur de transcription FXR.
Ces effets concordent avec I’interaction directe entre le ER alpha et le FXR, observée lors
d’une expérience par coimmunoprécipitation de ces deux récepteurs [269].
Paradoxalement, les changements associés au traitement & I’EE & dose pharmacologique
sont similaires a ceux observés chez les animaux Ovx. Par exemple, la troisiéme étude de
cette thése (Chapitre 4) rapporte une réduction importante de la CYP8BI, de la BSEP et
du FXR hépatiques, des changements similaires a ceur rapportés dans le modele de la
cholestase gestationnelle [270]. En réduisant la synthése et 1’excrétion de cholestérol et
d’AB, l’absence ou I’exposition a de fortes concentrations d’estrogénes sont deux
facteurs hépatotoxiques. Or, a niveaux physiologiques, les estrogénes régulent le
métabolisme des AB et, a niveaux pharmacologiques, les estrogenes dysrégulent le
métabolisme des AB en entrainant une obstruction des conduits biliaires. L’une des
explications de la dysrégulation du métabolisme des AB par de fortes concentrations
d’estrogenes est I’induction du SHP par le ERa [271]. Comme observé dans la cholestase
induite par les estrogenes, le SHP inhibe I’expression du CYP7A1 [178], du CYP8BI
[181] et de la BSEP [272]. Il apparait donc possible que I’interaction ERa-SHP soit a
I’origine de la cholestase induite par les estrogenes. Puisqu’une diminution de ces génes
cibles est également observée par 1’absence d’estrogenes, il existerait au moins un autre

mécanisme reliant les estrogénes au métabolisme des AB.

4.7 Les estrogenes et le cycle entérohépatique des acides biliaires

Quoique le retrait des estrogénes semble diminuer la synthése et 1’efflux des AB
du foie, il a été rapporté que les animaux Ovx surexpriment le geéne et la protéine de
I’IBABP et de I’ABST iléales [268, 273]. Ces surexpressions et le fait que les feces de
ces animaux Ovx soient appauvries en AB sont signe d’une réabsorption facilitée [268].
Puisque le circuit entérohépatique passe par la veine porte, les AB sont réacheminés vers

le foie. La question qui demeure est : en réponse au retrait des estrogenes, le foie capte-t-
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il davantage ces AB? Quelques indices permettent d’étayer 1’hypothese selon laquelle le
retrait des estrogeénes favoriserait la recapture des AB par le foie. Tout d’abord, des
études in vitro ont révélé qu’un traitement a I’E2 sur des hépatocytes réduisait de 70 % le
gene et de 33 % la protéine du NTCP, le transporteur déterminant de la captation des AB
au foie [274]. De plus, le traitement a I’E2 réduisait de 60 % [’expression génétique et
protéique de I’OATP, une deuxiéme protéine hépatique captant les AB [274]. Comme la
présence d’estrogénes s’oppose a la recapture des AB, le retrait de ces hormones femelles
pourrait, a I’inverse, accélérer ce processus. Si cette hypothése était juste, le retrait des
estrogénes accroitrait le flux d’AB vers les hépatocytes. Combiné a une baisse des
enzymes catalysant leur expulsion du foie, I’arrivage accéléré des AB dans les
hépatocytes provoquerait leur accumulation. Parallelement, la baisse des taux d’AB
sériques chez les animaux Ovx [275] appuie la théorie selon laquelle I’absence
d’estrogeénes accélere la recapture des AB par les hépatocytes. Un flux accéléré d’AB
expliquerait la répression du FXR hépatique chez les animaux Ovx du troisiéme projet
(Chapitre 4) et donc la dysrégulation du métabolisme des AB. Certes, 1’accélération du
circuit entérohépatique des AB par le retrait des estrogenes est un mécanisme sous-jacent
a la stéatose qui, toutefois, demeure a étre élucidé. A cet égard, des travaux sont en cours

dans notre laboratoire afin de valider cette hypothése.
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Tableau 1 : Résumé des effets des estrogeénes ou du retrait des estrogeénes sur les voies

métaboliques et de transport du cholestérol et des acides biliaires

Effets des estrogenes Effets du retrait des estrogénes

Clairance des CM 1 apoE avec E2 [229] | LDLr et LRP1 chez rates Ovx
(données de notre laboratoire non
1 LDLr avec E2 [234] publiées)

Production 1 taux de production de VLDL avec EE et E2 | apoB, MTP, ACAT-2, DGAT-2,
hépatique de VLDL ~ [242,243] Cideb et Sarla chez rates Ovx (étude
3, chapitre 4)

Efflux de cholestérol 1 Efflux de cholestérol des macrophages avec E2
périphérique [249]

1 CeH, cholesteryl esterase [250] et ABCA1
macrophages avec E2 [251].

Efflux de cholestérol 1 sécrétion de cholestérol biliaire a niveau
biliaire physiologique [259]

| ABCG5/G8 avec dose pharmacologique EE
(mode¢le cholestase) [262-264]

Cycle | NTCP et OATP [274] 1 IBABP et ABST iléum chez rates

entérohépatique des Ovx [268, 273]

acides biliaires | excrétion fécale d’AB avec Ovx
[268]

| AB plasmatiques [275]
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Partie 4 : Les effets de I’exercice sur le transport a rebours du

cholestérol

5.1 L’exercice et les lipides hépatiques

Actuellement, il n’existe aucune ligne directrice d’une pratique d’activité
physique afin de prévenir et de gérer la stéatose hépatique chez I’humain. Cela s’explique
par le manque de confirmations histologiques des niveaux de lipides hépatiques apres les
interventions par l’activit¢ physique seule décrites dans la littérature. Néanmoins,
certaines ¢tudes chez I’humain ont démontré une plus grande efficacité clinique d’une
approche thérapeutique par 1’exercice seulement plutdt que par I’exercice combiné a une
diete restrictive. Les approches diététiques proposées par les programmes de modification
des habitudes alimentaires demandent beaucoup d’efforts, qui, fréquemment, ménent au
désistement. A cet égard, notre laboratoire s’est intéressé a cette approche depuis
plusieurs années en vue de promouvoir les bénéfices de 1’activité physique sur la
prévention ou la résorption de la stéatose hépatique. Des études animales indiquent
qu’une pratique d’exercice quotidienne peut prévenir la stéatose hépatique induite par la
diete riche en lipides [276]. Ces effets sont attribuables a une augmentation de
I’oxydation des lipides en périphérie, ce qui diminuait le flux d’acides gras libres vers le
foie. Lors de cette derniere étude citée, 1’introduction de 1’activité était concomitante a
I’adoption du régime alimentaire riche en lipides. Pour vérifier le potentiel de résorption
d’une stéatose établie, un programme d’exercice a ¢été introduit au milieu d’une
intervention de 16 semaines de diéte riche en lipides. Etonnamment, les huit semaines
d’activité physique avaient non seulement atténué¢ la détérioration du profil lipidique,
mais aussi largement diminué [’accumulation de lipides hépatiques. Ces résultats
soutiennent I’efficacité d’un mode de vie actif pour traiter une stéatose hépatique déja
¢tablie. En continuité avec les travaux précédents, cette section abordera des éléments
nouveaux des potentiels de 1’activité physique en lien avec la stéatose, soit les effets de
I’exercice sur les voies métaboliques et de transport du cholestérol. Comme nous 1’avons
¢tabli dans les sections précédentes de cette revue de littérature, il existe un lien étroit

entre le métabolisme du cholestérol et les lipides hépatiques. En ce sens, cette partie de la
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revue fera un survol des effets de I’exercice sur le profil lipidique et ensuite, recensera les

effets connus de ’exercice sur le métabolisme du cholestérol.

5.2 L’exercice et le profil lipidique

L’exercice est reconnu comme un facteur préventif et thérapeutique des maladies
cardiovasculaires, dont I’athérosclérose. En fait, la participation réguliére a 1’exercice
physique réduit de 10 % a 20 % le risque de mortalité dans I’ensemble [277] et de 40 %
le risque de mortalité par accident cardiovasculaire [278]. L’exercice améliore le profil
lipidique en déclenchant une triade d’événements antiathérogenes, soit une élévation des
concentrations d’HDL-C, une baisse des LDL-C et une réduction de la triglycéridémie
[279, 280]. La variable du profil lipidique influencée par I’exercice la mieux documentée
est la hausse des concentrations de HDL-C. Selon les données d’une méta-analyse
publiée en 2007 [281], I’augmentation des HDL-C serait plutét modeste (2,53 mg/dL
[0,065 mmol/L]) mais significative (P < 0.001). Il est a noter qu’il existe une importante
relation dose-réponse entre le volume d’activité physique et 1’élévation des HDL-C. La
dose minimale d’exercice ayant un impact sur les HDL-C s’¢leve a environ 900 kcal ou
120 minutes d’activité physique par semaine [281]. De plus, selon Couillard et son
équipe [282], cet effet de ’exercice est encore plus profitable aux sujets dyslipidémiques.
De la sorte, la pratique d’activité physique serait plus bénéfique chez les personnes plus a
risque de développer des maladies cardiovasculaires, telles que les femmes
postménopausées. Mais encore, le métabolisme du cholestérol comprend une série de
réactions dynamiques qui doivent étre examinées séparément, puis dans leur ensemble.
Cette revue de littérature présentera donc un portrait détaillé des effets connus de
I’exercice sur chacune des voies métaboliques et de transport du cholestérol depuis
I’absorption intestinale du cholestérol jusqu’a son excrétion fécale. Ces voies sont

d’ailleurs intégrées a la fin de cette section dans le tableau 2.

5.2.1 L’exercice et I’absorption intestinale de cholestérol

L’un des mécanismes potentiels de 1’effet hypocholestérolémiant de 1’exercice est
une diminution de 1’absorption intestinale de cholestérol. Dans une étude de Meissner et

de ses collaborateurs, I’exposition & un programme d’entrainement volontaire chez la
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souris abaissait les concentrations plasmatiques de biomarqueurs de 1’absorption de
cholestérol [283]. En outre, le NPCI1LI1, le transporteur apical déterminant de ’entrée de
cholestérol dans 1’entérocyte, était moins exprimé chez les souris entrainées relativement
aux souris inactives. Méme s’il apparait cohérent qu’une diminution de l’absorption
intestinale de cholestérol soit favorable a la santé, cela serait plutot délétere chez
I’humain. En fait, une détérioration du métabolisme du cholestérol est définie par une
absorption réduite et une biosynthése augmentée [284, 285]. Par conséquent, un faible
rapport entre I’absorption et la biosynthése de cholestérol est signe d’une détérioration du
métabolisme du cholestérol. Afin de discriminer la provenance du cholestérol, de petites
quantités de stérols non-cholestérol peuvent servir de biomarqueurs de I’absorption et de
la biosynthése. Par exemple, le lathostérol, un précurseur de la biosynthése du
cholestérol, est indicatif du cholestérol de provenance endogene, alors que le sifostérol et
le campestérol sont des stérols alimentaires servant de biomarqueurs pour le cholestérol
exogene. Le ratio campestérol : lathostérol est couramment utilisé pour déterminer le
rapport entre [’absorption et la biosynthése de cholestérol chez 1’humain [286].
Contrairement a la conclusion de 1’é¢tude de Meissner [283] dans laquelle la pratique
d’activité physique était associée a la réduction de 1’absorption de cholestérol, Wilund et
ses collégues rapportent que 1’exercice régulier chez I’humain stimule 1’absorption
intestinale de cholestérol [287]. En effet, la pratique régulicre d’activité physique chez
I’humain ¢levait les niveaux de sitostérol et de campestérol ainsi que le ratio
campestérol : lathostérol, ce qui suggére que ’exercice accroit 1’absorption intestinale de
cholestérol [287]. En raison des divergences entre les données compilées sur des humains
et celles sur des animaux, ces effets de 1’exercice sur 1’absorption intestinale de
cholestérol ne peuvent étre interprétés de la méme facon. Méme si les expériences sur les
sujets humains font état d’une amélioration de I’homéostasie du cholestérol, une
augmentation de 1’absorption de cholestérol est pourtant contradictoire a 1’effet
hypocholestérolémiant de I’activité physique. Il va de soi que, chez I’humain, 1’exercice
module le profil lipidique par d’autres mécanismes que celui de [’absorption du

cholestérol.
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5.2.2 L’exercice et le métabolisme des CM

Une diminution de la lipémie postprandiale, indicative de la production de CM,
s’avere un mécanisme potentiel de 1’exercice pouvant améliorer le profil lipidique a long
terme. Pour vérifier cette potentialité, quelques chercheurs ont examiné les effets de
I’activité physique sur la production de lipoprotéines postprandiales. Les résultats sont
concluants : une séance d’exercice seule amenuise I’hyperlipémie postprandiale, et ce,
qu’elle ait été exécutée avant [288-292] ou aprés [290, 293] I’ingestion d’un repas.
Toutefois, I’état postprandial, étant dynamique et complexe, implique aussi bien la
syntheése des CM que leur catabolisme par le foie. Pour distinguer 1’effet d’un programme
d’entrainement régulier sur cette derniére voie, Ferreira et ses collaborateurs ont mené
une ¢étude chez des sujets présentant ou non des mutations génétiques de 1’apoE,
I’apolipoprotéine essentielle a la captation des résidus de CM au foie [294]. De maniére
intéressante, les génotypes normaux entrainés présentaient une atténuation de la lipémie
postprandiale, alors que les sujets invalidés de la fonction de I’apoE étaient insensibles a
ce changement. Cette derni¢re étude citée indique que la réduction de la lipémie
postprandiale par I’exercice est attribuable a une accélération de la recapture des résidus
de CM au foie. En effet, la pratique d’exercice abreége la durée de demi-vie de I’apoB-48,
apolipoprotéine unique a I’intestin [295]. L’exercice accélére aussi le catabolisme des
CM par Dactivit¢ de la LPL musculaire [296]. L’activation du catabolisme des
lipoprotéines postprandiales est a la fois antiathérogéne et antistéatotique puisqu’elle
ralentit le flux de lipides vers le foie. Ce mécanisme pourrait également, indirectement,
diminuer la cholestérolémie par le remodelage d’autres lipoprotéines, particulieérement les
HDL-C (¢laboré dans la section 5.3.1). L’exercice en période postprandiale serait donc
un moyen efficace pour contrecarrer la surproduction de CM chez les sujets

insulinorésistants.

5.2.3 L’exercice et la biosyntheése de cholestérol

Comme mentionné¢ précédemment, les maladies cardiométaboliques, dont le
diabete de type II, sont associées a une faible absorption intestinale de cholestérol et a
une biosynthése accrue. De la sorte, une réduction de la biosynthése de cholestérol

s’avere un mécanisme antiathérogeéne qui cadrerait avec 1’effet hypocholestérolémiant de
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I’activité physique. Non seulement ce sujet est peu documenté, mais les études publiées
ne sont pas unanimes. Tout d’abord, Wilund et son équipe rapportent que la pratique
régulicre d’exercice chez des personnes agées avec au moins un facteur de risque du
syndrome métabolique n’influencait pas les niveaux plasmatiques de lathostérol, le
biomarqueur de la biosynthése de cholestérol [287]. Une autre étude menée par Varady et
ses collaborateurs indiquait qu’un programme d’entrainement de huit semaines chez des
sujets sédentaires hypercholestérolémiques agés de 40 a 80 ans tendait a hausser la
concentration de lathostérol, un élément qui, toutefois, n’était pas significatif [297].
Finalement, la souris exposée a I’exercice volontaire avait des niveaux de lathostérol pres
de deux fois supérieur aux niveaux mesurés chez les animaux sédentaires, ce qui indique
que P’exercice stimulerait la biosyntheése de cholestérol [283]. Au-dela des divergences,
les données de la littérature suggerent, par 1’absence d’effet ou 1’augmentation des
niveaux de lathostérol, que la voie de biosynthése du cholestérol ne peut étre a 1’origine

de I’amélioration du profil lipidique par I’exercice.

5.2.4 L’exercice et la production de VLDL

Des ¢tudes menées préalablement par notre laboratoire indiquent que
I’entrainement régulier en endurance diminue la sécrétion de VLDL-TAG in vivo chez le
rat nourri d’une diéte riche en lipides aussi bien que chez la rate Ovx [4, 298]. Puisque
ces lipoprotéines sont composées de TAG et de cholestérol, ’affaiblissement de la
sécrétion de VLDL-TAG est un mécanisme hypocholestérolémiant. Tel que nous ’avons
préalablement démontré, une baisse de la sécrétion de VLDL peut aussi induire une
stéatose. Il est donc important de mentionner que, en dépit d’une diminution de la
production de ces lipoprotéines hépatiques, 1’exercice régulier était méme parvienu a
résorber les TAG du foie. Les mécanismes sous-jacents a cette résorption qui ont été
proposés sont une stimulation de la B-oxydation des acides gras et une diminution de la
lipogenese de novo [299, 300]. Le fait que I’exercice puisse efficacement résorber les
lipides hépatiques suggere que son effet sur I’oxydation des lipides et la lipogenése
surpasse largement 1’affaiblissement de la production de VLDL. Bien que cette baisse de
production de VLDL soit hypocholestérolémiante, cet effet de 1’exercice, lui-méme, ne

peut toutefois étre catégorisé antistéatotique.
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5.3 L’exercice et la voie RCT

L’un des effets les mieux caractérisés des bénéfices de I’exercice est 1’élévation
des niveaux d’HDL-C qui pourrait étre accompagnée d’une stimulation globale de la voie
RCT. Les prochaines sections de la revue de littérature résumeront les effets de 1’exercice

sur chacune des étapes de la voie RCT.

5.3.1 L’exercice et le métabolisme des HDL-C

Il a été observé qu’une simple session d’exercice augmentait le taux de pré-HDL-
C, et ce, sans augmenter les niveaux d’HDL-C totaux ni I’apoA-I [301]. Cela s’explique
par le fait que 1’un des effets aigus de I’exercice est d’augmenter 1’efflux de cholestérol
périphérique vers les molécules d’apoA-I (détaillé dans la section suivante). De manicre
intéressante, la pratique réguliere d’activit¢ physique amoindrit la concentration
plasmatique et I’activité de la CETP [302]. En affaiblissant ’activit¢ de la CETP, une
enzyme athérogeéne qui favorise le transfert de cholestérol contenu dans les HDL-C vers
les lipoprotéines, I’exercice pourrait, au méme titre que des agents pharmacologiques,
s’avérer une thérapie efficace pour la dyslipidémie (Figure 25). L’inhibition de la CETP
par Dl’activité physique aide a la rétention du cholestérol a I’intérieur des HDL-C en
empéchant son transfert vers les autres lipoprotéines contenant 1’apoB. De la sorte, une
réduction de I’activité de la CETP augmente les niveaux totaux d’HDL-C au détriment

des lipoprotéines contenant I’apoB, notamment les LDL-C (Figure 26).
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Figure 26 : Effets d’une inhibition de 1’activité de la CETP sur le profil lipidique

L’inhibition de la CETP empéche le transfert du cholestérol ester des particules de HDL-C vers les VLDL
et les LDL-C. La rétention de cholestérol a I’intérieur des particules de HDL-C facilite le mode de transport
a rebours du cholestérol vers le foie, le cholestérol étant ensuite acheminé dans la bile. L’un des effets de
I’exercice s’apparente au Dalcetrapid (JTT-705) illustré par le X rouge. Image tirée de Shinka et collab.
[303].

En outre, la pratique d’activité physique stimule I’activit¢ de la LCAT, une
enzyme remodelant les pré-HDL-C en HDL; et les HDL; en HDL, [304]. Un autre
contributeur a I’élévation des HDL-C par ’activité¢ physique est le muscle squelettique.
Au cours de ’exercice, on rapporte une stimulation importante de 1’activité¢ de la LPL
musculaire. Particuliérement lorsque les muscles contiennent une grande proportion de
fibres de type I, aussi nommées fibres oxydatives, les contractions musculaires répétées
joueraient un réle de premier plan sur ’amélioration du profil lipidique par I’exercice
[305]. En fait, la contraction musculaire des fibres oxydatives active la LPL, 1’étape
initiale de la clairance des CM et des VLDL. Les pré-HDL-C et les HDL; servent alors de
« réceptacles » des composants de surface excédentaires des CM et des VLDL (Figure
27). Précisément, I’activation de la lipolyse par le muscle rétrécit la taille des CM et des
VLDL, ce qui génére un surplus de phospholipides et de cholestérol libre. Ces deux

composants se délogent de la surface des particules des CM et des VLDL et sont saisis
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par I’apoA-I des pré-HDL-C et des HDL3 qui, a ’aide de la LCAT, sont remodelés en
HDL; et HDL,, respectivement (Figure 27). En ce sens, I’activation de la LPL par le
muscle squelettique joue un role majeur sur trois plans, soit: 1) la hausse des
concentrations de HDL,-C et de HDL;3;-C, 2) la déplétion de cholestérol dans les
particules contenant 1’apoB et 3) la diminution des TAG plasmatiques. Selon les
¢vidences issues des travaux de Patsch et de son équipe [306], la hausse des HDL-C par
I’activité physique serait une conséquence de la lipolyse des CM et des VLDL plutot que

de la biogenese des pré-HDL-C.
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Figure 27 : Mécanismes d’action de I’exercice sur le métabolisme des HDL-C

L’exercice stimule le remodelage des pré-HDL-C et la maturation des HDL; par trois mécanismes : 1)
I’activation de la LCAT, 2) I’efflux de cholestérol des macrophages et 3) la LPL musculaire. L’hydrolyse
des TAG des VLDL ou les CM par la LPL musculaire fait rétrécir le centre lipidique de ces particules
générant alors un surplus des composants de surface, soit le cholestérol libre (C) et les phospholipides (PL),
saisis par les pré-HDL-C et les HDL;. L’exercice inhibe la sécrétion et I’activité de la CETP, une enzyme
athérogeéne. Enfin, I’activité physique accélere le catabolisme des HDL-C en stimulant 1’activité de HL et
I’expression du SR-BI hépatique.
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5.4 L’augmentation de I’efflux de cholestérol périphérique par I’exercice

Etant I’'une des étapes déterminantes du transport & rebours du cholestérol, I’efflux
périphérique de cholestérol pourrait étre accentué¢ par 1’exercice. En effet, selon les
observations de Gupta et de ses collaborateurs, 1’activité physique stimulerait la capacité
d’efflux de cholestérol périphérique [307]. La culture de fibroblastes a démontré une
capacité d’efflux de cholestérol environ quatre fois supérieur chez les athlétes par rapport
aux sédentaires [307]. D’un autre c6té, 1’activité physique volontaire chez la souris
¢levait la capacité d’efflux de cholestérol des macrophages vers le plasma [308]. Comme
les macrophages sont hautement athérogenes, 1’efflux de cholestérol de ces cellules par

I’exercice contribue a la protection cardiovasculaire.

5.5 L’amélioration de la capacité de clairance du cholestérol plasmatique par le foie

par ’exercice

La clairance des lipoprotéines dans le processus de transport a rebours du
cholestérol permet d’acheminer le cholestérol circulant vers la voie biliaire et 1’exercice
semble avoir également plusieurs effets bénéfiques sur cette voie. Un exemple est que la
pratique d’activité physique stimule 1’activité¢ de la HL, I’enzyme initiant le catabolisme
des HDL-C en circulation pour faciliter leur captation par le foie [309]. En outre, 30
minutes d’activité physique quotidienne chez la souris durant aussi peu que deux
semaines stimulent de 14 fois I’expression du géne du LDLr et de trois fois celui du SR-
BI dans les cellules hépatiques [310]. Ces changements profonds et rapides indiquent que
le foie s’adapte aisément a 1’exercice en facilitant le mode de transport a rebours du
cholestérol. La surexpression du LDLr et du SR-BI chez les souris ayant ét¢ soumises a
un programme d’exercice durant 12 semaines indique que le foie peut maintenir
I’amélioration du transport a rebours dans le temps [311]. Un ¢élément encore plus
important est I’accélération de la clairance des LDL-C. A I’aide de marqueurs radioactifs,
une équipe de chercheurs a montré que 1’entrainement régulier renforce la capacité de
clairance des LDL-C chez les sujets sains ainsi que chez les sujets
hypercholestérolémiques [312, 313]. Ces données ¢établissent un mécanisme fort
important de 1’amélioration du profil lipidique et de la diminution du risque

cardiovasculaire par I’exercice.
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5.6 Les effets de I’exercice sur la sécrétion de cholestérol par voie hépatobiliaire

L’une des voies contribuant largement a I’¢limination de cholestérol de
I’organisme et qui est sensible a I’exercice est la sécrétion canaliculaire de cholestérol. La
production de bile, qui contient a la fois du cholestérol et des AB synthétisés a partir du
cholestérol, constitue la voie d’élimination la plus importante de 1’organisme.
D’intéressantes études issues du laboratoire de Meissner ont démontré une stimulation de
I’excrétion de cholestérol et d’AB dans la bile de souris entrainées [283, 314]. De
maniere plus prononcée chez les sujets hyperlipidémiques, I’exercice volontaire élevait
jusqu’a 70 % I’excrétion d’AB dans la bile. Allant dans le méme sens que ces résultats, la
deuxieéme étude de cette thése rapporte une augmentation importante de 1’expression des
ABCGS5/G8 hépatiques chez les rats entrainés durant six semaines. Puisque les
ABCGS5/G8 sont les protéines déterminantes de I’efflux canaliculaire de cholestérol, une
surexpression de ces transporteurs pourrait faciliter 1’expulsion du cholestérol vers la

lumiére intestinale, c’est-a-dire a I’extérieur de I’organisme.

5.7 L’excrétion fécale de cholestérol apreés la pratique d’activité physique

Régulant a la fois les entrées et les sorties de cholestérol de 1’organisme, 1’intestin
est le véritable chef déterminant le sort du cholestérol. Malgré les multiples bénéfices de
I’activité physique qui ont été établis sur différentes étapes du transport a rebours du
cholestérol, I’étape ultime de I’élimination du cholestérol de I’organisme est son
excrétion fécale. Sur ce plan, Meissner et ses collégues ont clairement démontré une
influence de I’exercice sur la capacité d’¢élimination fécale de cholestérol. De maniere
intéressante, 1’entrainement volontaire avait augmenté de 35 % le cholestérol et de 90 %
les acides biliaires retrouvés dans les feces [283, 314] (Figure 27). Les expériences issues
du deuxiéme projet rapportent une surexpression importante des ABCG5/G8 dans les
cellules jéjunales de rats ayant été soumis a un programme d’activité physique durant six
semaines (Chapitre 3). Cette surexpression a pour effet d’accentuer le reflux de
cholestérol des entérocytes vers la lumicre intestinale de méme que I’excrétion du

cholestérol plasmatique par voie transintestinale.
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Collectivement, ces effets de ’exercice sur le profil lipidique et les voies de
transport a rebours du cholestérol appuient le recours a un mode de vie actif pour
prévenir ou traiter 1’hypercholestérolémie. Comme les facteurs régulant la
cholestérolémie affectent les niveaux de lipides hépatiques, ces bénéfices sont d’autant

plus prometteurs dans le traitement de la stéatose.
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Tableau 2 : Résumé des effets de I’exercice sur les voies métaboliques et de transport du
cholestérol et des acides biliaires

Etudes chez 'humain Etudes chez 'animal

Clairance des CM | durée de demi-vie des CM [298]

Production | production de VLDL [4, 298]
hépatique de VLDL

Efflux de 1 capacité d’efflux de cholestérol chez 1 capacité d’efflux de cholestérol
cholestérol athlétes par rapport aux sédentaires [307] des macrophages vers le plasma
périphérique [308]

Efflux de 1 excrétion de cholestérol biliaire
cholestérol biliaire chez souris entrainées avec 1
ABCGS5/GS8 [283, 314]

Excrétion fécale de 1 35 % cholestérol fécal et 1

cholestérol 90 % les AB retrouvés dans les
féces ala suite d’un
entrainement volontaire [283,
314]
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Abstract

Objective. The purpose of the present study was to establish a model of rats
prone and resistant to intra-abdominal fat accumulation in response to ovariectomy (Ovx-
P and Ovx-R) and to determine its relationship with molecular bio-markers.
Materials/Methods. Two experiments were conducted in which female rats were either
sham-operated (Sham) or ovariectomized (Ovx). Ovx rats exhibited a large variation in
abdominal fat accumulation. Rats in the lower tertile labelled as Ovx-R displayed similar
abdominal fat gain than Sham rats whereas those in the upper tertile labelled as Ovx-P
depicted abdominal fat mass twice as high as Sham and Ovx-R rats. Results. Despite the
difference in abdominal adiposity, liver fat content was ~ 50% higher (P < 0.01) in both
Ovx-R and Ovx-P compared to Sham rats. In addition, Both Ovx-R and Ovx-P rats
depicted higher HOMA-IR scores (P < 0.05) and lower (P < 0.01) hepatic gene
expression of leptin receptors-b and -e (ObR-b and -e), microsomal transfer protein
(MTP), and diacylglycerol acyltransferase-2 (DGAT-2) compared to Sham rats.
Conclusions. The present findings indicate that estrogens withdrawal-induced hepatic
steatosis may be dissociated from abdominal fat accumulation and suggest that a decrease
in leptin action through a down regulation of leptin receptors and a decrease in VLDL
production through a down regulation of MTP and DGAT-2 may be factors responsible

for this observation in absence of peripheral fat gain.
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ABBREVIATIONS:

ANOVA : analysis of variance

DGAT-2 : diacylglycerol acyl transferase 2

DIO : diet-induced obesity

HOMA-IR : homeostasis model assessment of insulin resistance
ODbR : receptor of leptin

Ovx : ovariectomized

MTP : microsomal transfert protein

SCD-1 : stearoyl-CoA desaturase 1

SEM : standard error of the mean

TAG/TG : triacylglycerol

VLDL : very low density lipoprotein
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Introduction

It is becoming increasingly clear that estrogens withdrawal in rats through
ovariectomy (Ovx) as well as in others animal models of menopause is associated with an
important gain in fat mass 2. The tendency for weight and, more specifically, fat gain in
post-menopausal women is also frequently observed (for a review see °). Nevertheless,
not all women gain weight after menopause suggesting metabolic variations related to
this critical hormonal change *°. In animal models of diet-induced obesity (DIO), there
are large differences in fat mass gain, so that animals may be easily classified as obesity-
prone and obesity-resistant *’. We used the same approach to investigate fat mass gain in
ovariectomized (Ovx) animals classified as Ovx-prone (Ovx-P) and Ovx-resistant (Ovx-
R) in terms of fat accretion. The first aim of the present study was to establish the extent
to which fat mass in a group of Ovx rats differs between the upper and the lower tertiles.
Besides fat mass gain, estrogen withdrawal in animals as well as in menopausal women is
also associated with an important gain in liver triacylglycerol (TAG) accumulation '*.
Although increase in liver fat is often associated with obesity ', there are some studies
in humans and animals suggesting that liver fat accumulation in the absence of estrogens
may be dissociated from body fat mass *°. For instance we reported that liver of Ovx rats
are resistant to lipid resorption when switching from a high-fat to a normal-fat diet that
resulted in a decrease in weight of abdominal fat depots °. It is thus possible that, despite
large difference in overall body fat accumulation in Ovx rat, similar liver fat
accumulation occurs. A second aim of the present investigation was, therefore, to
determine the extent to which livers of Ovx-P and Ovx-R rats accumulate fat.

There are several intrahepatic pathways responsible for liver fat accumulation in

Ovx rats '°. The anti-steatotic action of leptin through its leptin receptors (ObRs) has
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recently retained our interest ''. Leptin is known for its anti-steatotic action in liver by
enhancing fat oxidation '>. The expression of ObRs in liver therefore constitutes an
interesting variable that links peripheral adiposity and liver fat accumulation. Gene
expression of key molecules involved in lipogenesis (SCD-1) and very low density
lipoprotein (VLDL) production (MTP and DGAT-2) have also been reported to be

13,14

largely modified in Ovx rats . We, therefore, targeted these key molecules and

determine whether their gene expressions are similar in Ovx-P and Ovx-R rats.

Materials and methods

The present study consisted of two experiments conducted separately at different
times
Experiment 1

Female Sprague-Dawley rats (n=30) weighing 230-250 g (10-week-old) were
obtained from Charles River (St-Constant, PQ, Canada) and were housed individually.
The 12: 12-h light-dark cycle started at 06:00 and the room temperature was maintained
at 20-23°C. All animals had free access to a standard diet and tap water. The diet, now
referred to as the standard diet (SD; 12.5% lipid, 63.2% carbohydrate, and 24.3% protein;
kcal) consisted of usual pellet rat chow (Agribrands Canada, Woodstock, ON). The
experiments described in this report were conducted according to the directives of the
Canadian Council on Animal Care after institutional approval.
Groups and surgery

Two days after their arrival in the laboratory, rats were randomly assigned to
sham-operated (Sham, n = 5) and ovariectomized (Ovx, n = 25) groups. Body weight and

food intake in g were monitored every other day. Ovx was conducted according to the
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technique described by Robertson et al . Animals were injected with antibiotics
(Tribrissen 24%; 0.125 cc/kg, subcutaneously) for 3 days, starting the day prior to
surgery. For surgery, rats were anaesthetized with a mixture of ketamine-xylazine (61.5-
7.6 mg/kg, ip). Animals were killed 8 wk after the surgery and Ovx rats were then
assigned to different groups according to their adiposity levels. Rats showing the highest
fat mass were classified as Ovx-prone (Ovx-P; n = 9) and those showing the lowest fat
mass were referred to as Ovx-resistant (Ovx-R; n = 8). Rats with the fat mass in the
middle tertile were discarded.
Experiment 2

The experimental design of experiment 2 was the same as the one used in
experiment 1 with the exception of the time duration between the Ovx surgery and the
sacrifice. This second experiment was conducted to strengthen findings of the first
experiment by increasing the number of rats in each group, to determine if reducing the
duration of the Ovx (6 instead of 8 wk) would lead to the same observations, and by
measuring new molecular markers. In the second experiment, female Sprague-Dawley
rats (n = 43) weighing ~ 230 g (6-8 wk old rats) were again sham-operated (n =12) or
ovariectomized (n = 31 with n =12 in Ovx-P and Ovx-R).
Blood and tissue sampling

All of the following methodological details were the same for experiment 1 and 2.
Rats were sacrificed between 09:00 and 12:00. Any remaining food was removed from
the animal's cage at least 3 h before sacrifice. Immediately after complete anesthesia
(pentobarbital sodium; 50 mg/kg, ip), the abdominal cavity was opened following the

median line of the abdomen and approximately 4 ml of blood was collected from the
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abdominal vena cava (<45 s) into syringes pre-treated with ethylenediaminetetraacetic
acid (15%; EDTA). Blood was centrifuged (3000 rpm; 4°C; 12 min; Beckman GPR
Centrifuge) and the plasma was kept for further analysis. Several organs and tissues were
removed and weighed (Mettler AE 100) in the following order: liver, uterus, mesenteric,
urogenital, and retroperitoneal fat deposits along with four skeletal muscles of the right
hind limb (soleus, plantaris, medial gastrocnemius and lateral gastrocnemius). All tissue
samples were frozen in liquid nitrogen immediately after they were weighed. The liver
median lobe was freeze-clamped and used for triacylglycerol (TAG) and mRNA
determinations. It is important to recall that direct sampling of liver tissue is considered
the reference standard for quantifying liver fat '°. Variability between lobes for steatosis
has also been reported to be minimal . The dissection technique used by our group to
sample the mesenteric, urogenital, and retroperitoneal fat deposits in rat has been
previously described '®. It must be pointed out that dissection is used as the criterion
method to validate more sophisticated but indirect in-vivo techniques of adiposity
measurements. High correlation levels (0.94-0.99) between dissection and DEXA or CT
scan have been reported for fat mass determination in animals '**°. Approximately 25 mg
of the mesenteric fat depot was used for mRNA analysis. All tissue and plasma samples
were stored at -80°C until analyses were performed.

Molecular analyses

Quantitative real-time PCR

RNA extraction:

Total RNA was extracted from frozen liver and the mesenteric fat depot with the use of

RNeasy Lipid tissue Mini kit (Qiagen Sciences, Maryland USA) according to the
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manufacturer’s protocol. RNA was thereafter treated with DNase (Qiagen GmbH,
Hilden, Germany) in order to avoid genomic contamination.

Reverse transcription (RT):

Treated RNA was reverse transcribed into cDNA using high capacity cDNA reverse
transcription kits (Applied Biosystems). RT samples were stored at -20°C.

q-PCR reaction:

Gene expression for GADPH was determined using a pre-validated Tagman Gene
Expression Assay (Applied Biosystems, Hs00266705) Gene expression level for target
genes was determined using assays designed with the Universal Probe Library from

Roche (www.universalprobelibrary.com) except for leptin soluble receptor (-¢) gene

since no probe was available at the time of this experiment. The primer sets served to
generate amplicons are presented in Table 1. For leptin soluble receptor (-e) gene
expression, a SYBR green assay was designed. To validate the qPCR assays, we used a
mix of the samples tested in the study. For the SYBR Green assay, a melt curve was

performed to ensure that only a single product was amplified.
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Table 1. Real time PCR primer sequences

Gene Ref Seq NCBI Oligo Fwd Oligo Rev

DGAT-2 NM 001012345 aggatctgecectgtcacg gtcttggagggccgagag
MTP NM 001107727 gcgagtctaaaacccgagtg cactgtgatgtcgctggttatt
ObR-b AF287268 ctttagttttccgccaactagg Tccatatgacagatgaataatgg
ObR-e AF007819 atgtcaccttgctttggaagccac  atgtcccattgtgggcagtacgat
SCD-1 NM 139192 gaagctggtgatgttccagag gaagctggtgatgttccagag

Detection and analysis

The ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) was used
to detect the amplification level and was programmed with an initial step of 3 minutes at
95°C, followed by 45 cycles of: 5 seconds at 95°C and 30 seconds at 60°C. All reactions
were run in triplicate and the average values of Cts were used for quantification. GAPDH
was used as endogenous control.

The relative quantification of target genes was determined using the AACT method.
Briefly, the Ct (threshold cycle) values of target genes were normalized to an endogenous
control gene (GAPDH) (ACT = Ct (arget — Ct garpn) and compared with a calibrator:
AACT = ACt sample - ACt caiibrator- Relative expression (RQ) was calculated using the
Sequence Detection System (SDS) 2.2.2 software (Applied Biosystems) and the formula

is RQ =244,
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Biochemical analyses

Plasma insulin and leptin concentrations were measured with commercially
available radioimmunoassay kits (Linco Research, St-Charles, Missouri, USA). Plasma
glucose concentrations were determined with the use of a glucose analyzer (Yellow
Springs Instruments 2300, Yellow Springs, OH). Plasma glucose and insulin values were
used to calculate a homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) as
followed *': glucose (mmol/l) x insulin (mIU/ml)/22.5. Liver TAG concentration was
estimated from glycerol released after ethanolic KOH hydrolysis by a colorimetric
method using commercial kits from Sigma (St-Louis, Missouri, USA).
Statistical analysis

Values are expressed as mean =+ standard error. Statistical analyses were
performed by one-way ANOVA for non-repeated measures. Fisher's post hoc test was

used in the event of a significant (p < 0.05) F ratio.
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Results

Experiment 1

Body weight gain and caloric intake were significantly (P < 0.05) higher in both
Ovx groups compared to Sham rats and higher (P < 0.01) in Ovx-P than in Ovx-R (Table
2). The sum of 4 leg muscle weights was also higher (P < 0.01) in Ovx than in Sham rats
but there were no statistical differences between the two Ovx groups. Uterus weight was
largely lower (P < 0.01) in both Ovx groups compared to the Sham group confirming
total ovariectomy (Table 2).

Despite differences in body weight gain and caloric intake, intra-abdominal fat
mass was similar between Ovx-R and Sham rats and approximately two times higher (P
< 0.01) in Ovx-P than in Ovx-R and Sham rats (Figure 1A). On the other hand, fat
accumulation in liver was as much higher (P < 0.05) in Ovx-R and Ovx-P rats as
compared to Sham animals (Figure 1B).There was no statistical difference in liver fat
accumulation between Ovx-P and Ovx-R rats. Insulin resistance as evaluated from
HOMA-IR shows a similar pattern as liver fat accumulation (Figure 1C). Similar high
values for liver fat accumulation and HOMA-IR was also found in Ovx rats of the middle
tertile of peripheral fat accumulation (Figure 1C).

To gain an insight into potential mechanisms linking adipose tissue to fat
metabolism in liver, we measured gene expression of leptin receptors in liver and in
adipose tissue. Surprisingly, ObR-b and —e mRNA levels were significantly (P < 0.05)
decreased in liver of Ovx-R and Ovx-P animals showing different adiposity levels
(Figure 2A and B). On the other hand, the gene expression of these leptin receptors was

not changed in the mesenteric adipose tissue (Figure 2C and D).
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Experiment 2

Consistent with data of experiment 1, body weight and food intake values were
higher (P <0.01) in both Ovx compared to Sham rats and higher (P < 0.01) in Ovx-P than
in Ovx-R animals (Table 2). The sum of 4 muscle weights was higher in both Ovx
compared to the Sham rats and somewhat lower (P <0.05) in Ovx-P compared to Ovx-R.
As expected, uterus weight was reduced (P < 0.01) in Ovx rats (Table 2).

As observed in the first set of data, there was no difference in intra-abdominal fat
mass between Ovx-R and Sham rats while Ovx-P showed ~50% higher values (P < 0.01)
than Ovx-R and Sham animals (Figure 1D). Confirming results of the first experiment,
both Ovx-R and Ovx-P rats showed significant hepatic steatosis (P < 0.01) as compared
to Sham rats, although liver fat content was slightly higher (P < 0.05) in Ovx-P than in
Ovx-R rats ( Figure 1E). In agreement with the intra-abdominal fat mass response,
plasma leptin was higher (P < 0.01) only in Ovx-P compared to Ovx-R and Sham rats
(Figure 1F).

To further explore underlying mechanisms, the second set of data was used to
perform molecular analyses in an attempt to identify which lipid metabolic pathway in
liver might be associated with the fact that Ovx-R rats still develop hepatic steatosis. As a
first element of response, gene expression of MTP and DGAT2, two key enzymes
involved in very low densitity lipoprotein (VLDL) production and lipid exportation were
similarly decreased (P < 0.01) in both Ovx groups compared to Sham rats, suggesting a
decrease in VLDL production and secretion in both Ovx groups (Figure 3A and B). On
the other hand, gene expression of SCD-1, a key lipogenic enzyme, was higher (P <0.01)

only in Ovx-P animals (Figure 3C).
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Table 2. Anthropometric and plasma parameters in

ovariectomized-resistant (Ovx-R), and prone (Ovx-P) rats. Values are presented as the

mean + SE.

sham-operated (Sham),

Experiment 1

Initial body weight(g)
Final body weight (g)
Body weight gain (g)
Caloric intake (kcal/day)
Sum of muscle weight (g)

Uterus weight (g)

Experiment 2

Initial body weight(g)
Final body weight (g)
Body weight gain (g)
Caloric intake
(kcal/day)

Sum of muscle weight (g)

Uterus weight (g)

Sham (5)
245+ 6
311+6
65+ 11
72+3
2.11£0.04

0.52+0.03

Sham (12)
23247
322410
91+9

74+3

20£0.2

0.63 £0.19

Ovx-R (8)
252+2
380 £ 4 **
128 £ 3 **
83+ 1 *
2.39 £0.04%*

0.11 £0.06 **

Ovx-R (12)
234 £8
376 £ 16 **
143 +£16 **

83 £ 5 **

2.6+0.2 **

0.13 £0.02%*

Ovx-P (9)
249.6 £3.5
429 £ 11 **++
180 + 10 **f+
97 £ 3 **7
2.5£0.1%*

0.11£0.08 **

Ovx-P (12)
237 +8
399 + 16 **§+
163 £13 **1+

1 4 5 **4+

2.340.1%%

0.14 £ 0.04**

*Significantly different from Sham rats; P < 0.05, ** P < 0.01

1 Significantly different from Ovx-R rats; P < 0.05, 1 P < 0.01
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Figure legends

Fig. 1. Intra-abdominal fat mass (sum of 3 fat pad weights), liver triacyglycerol (TAG),
and HOMA-IR measured in sham-operated (Sham), ovariectomized-resistant (Ovx-R)
and prone (Ovx-P) rats of experiment 1. Data given are mean + SE with n = 5 rats/group
for Sham and 8-9 for Ovx-R and Ovx-P, respectively) and with n=12/group for
experiment 2. * Significantly different from Sham rats; P < 0.05, ** P < 0.01. T
Significantly different from Ovx-R rats; P < 0.01. HOMA-IR: homeostatic model of
assessment of insulin resistance (glucose (mmol/l) x insulin (mIU/L/22.5), (3-h fasted
state).

Fig. 2. Gene expression of leptin receptor (ObR)-b, and —e measured in liver and
mesenteric adipose tissue of sham-operated (Sham), ovariectomized-resistant (Ovx-R)
and prone (Ovx-P) rats of experiment 1. Values are mean + SE with n = 5 rats/group for
Sham and 8-9 for Ovx-R and Ovx-P, respectively).

* Significantly different from Sham. Rats; P < 0.05, ** P < 0.01.

Fig. 3. Microsomal triglyceride transfer protein (MTP), diacylglycerol acyltransferase-2
(DGAT-2), and stearoyl-CoA desaturase-1 (SCD-1) mRNA abundance in sham-operated
(Sham), ovariectomized-resistant (Ovx-R) and prone (Ovx-P) rats of experiment 2.
Values are mean = SE with n = 12 rats/group.

** Significantly different from Sham rats; P < 0.01.

+1 Significantly different from Ovx-R rats; P < 0.01.
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Experiment 2

Experiment 1
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Discussion

The first observation of the present study is that 6-8 wk after being
ovariectomized, rats in the higher tertile (Ovx-P) of the sum of three intra-abdominal fat
depot weights show adiposity values almost two times as high as values measured in Ovx
rats of the lower tertile (Ovx-R). This was observed in both set of data of the present
study. This clearly indicates that similarly to DIO-P and -R animals ® it is possible to
establish an experimental model of Ovx-P and Ovx-R animals as far as fat mass gain is
concerned.

In spite of the fact that intra-abdominal fat mass was twice as low in Ovx-R as in
Ovx-P animals, liver fat accumulation and the HOMA-IR index were increased in both
Ovx-R and Ovx-P as compared to Sham rats. It is possible that Ovx-P developed a
somewhat higher level of hepatic steatosis than Ovx-R animals, as observed in rats of
experiment 2. This, however, does not invalidate the fact that in Ovx-R rats liver fat
accumulation was dissociated from peripheral fat accumulation. The dissociation between
liver and peripheral fat accumulation in Ovx-R animals differs from what is observed in
DIO-P and -R rats in which fat accumulation in liver has been reported to be closely
related to adipose tissue fat mass "2, This discrepancy suggests that the accumulation of
fat in liver of Ovx-R animals is not solely related to an increased fat uptake, linked to
peripheral fat accumulation, but also to a lack of estrogens action in liver causing a
dysregulation of liver fat metabolism. It is thus possible that even though Ovx-R rats
seem to be protected from peripheral fat accumulation, they are not protected from liver
lipid accumulation due to the absence of action of estrogens on properly regulating fat

metabolism in liver.
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In addition to similar liver fat accumulation, Ovx-P and -R rats show similar
levels of increased HOMA-IR index compared to Sham rats suggesting an increase in
insulin resistance in both of these groups. Such an increase in HOMA-IR index has been
previously reported in Ovx rats '***. Although we acknowledge the fact that HOMA-IR is
only an index and must be interpreted as such, it is revealing that, similarly to liver fat
accumulation, it was increased in all Ovx rats whether peripheral fat was increased or not.
It is also revealing that, in the DIO-P and —R rat model, in which liver fat is increased
only in DIO-P rats, HOMA-IR is increased significantly only in DIO-P animals as well
22 There are indications that estrogens withdrawal is associated with the development of
an insulin resistant state 2*. Although no firm conclusion may be drawn from the present
HOMA-IR values, the present data support the concept that hepatic fat accumulation
following estrogens withdrawal may be associated with metabolic consequences even
though fat mass and/or body weight changes remain low.

In an attempt to shed some light on mechanisms possibly involved in liver fat
accumulation in Ovx-R rats in spite of the lack of peripheral fat accumulation, we
measured Ob receptors in liver and in mesenteric adipose tissue. Leptin exerts an anti-
steatotic action in several peripheral tissues including liver by enhancing lipid oxidation
2. The present finding that gene expressions of ObR-b and —e in liver are decreased in
Ovx rats is an interesting complement to previous findings that in Ovx rats hepatic fatty
acid oxidation is decreased while central leptin insensitivity and hepatic leptin resistance
are increased >>2°. On the other hand, we could not find any statistical evidence of such a
decrease in ObR gene expression in the mesenteric adipose tissue. This suggests that the

action of estrogens in regulating gene expression of ObR is tissue specific. This
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specificity is particularly relevant to the ObR-e, for which the liver is thought to be a
major source >'. Plasma leptin levels measured in experiment 2 follow precisely
peripheral fat accumulation in Ovx-P and Ovx-R rats, confirming in this Ovx model that
leptin reflects adiposity level **. It thus seems that the decrease in gene expression of
ODR in liver of Ovx rats is not related to peripheral fat accumulation or to plasma leptin
levels but to the absence of estrogens. This possibility is in line with the contention that
estrogens have specific metabolic effects in liver and might, to an undermined extent,
explain why fat accumulation in liver of Ovx may be dissociated from adiposity level.
Alternatively, recent evidence suggests that leptin may have a dual role in liver
pathophysiology in which persistent hyperleptinemia may be implicated in fibrinogenesis
and carcinogenesis »°. This implies that downregulation of ObR-b with estrogens
withdrawal might have a protective role in situations of persistent high peripheral fat

accumulation (i.e. Ovx-P).

To pursue our analyses of potential factors involved in Ovx-induced hepatic
steatosis in Ovx-P and -R animals, we measured gene expression in liver of SCD-1, a rate
limiting enzyme of lipogenesis in liver *°. SCD-1 gene expression that has been reported
to increase in Ovx rats '* was increased only in Ovx-P animals. Therefore, while
increased lipogenesis may explain the important increase in liver fat content in Ovx-P
animals, it was not a contributing factor to liver fat accumulation in the present Ovx-R
rats. It is possible that increased lipogenesis is not a primary event in the development of

hepatic steatosis in Ovx rats.
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Besides possible defects in lipogenesis and/or oxidation, liver fat accumulation in
Ovx rats has been recently associated with a decrease in VLDL-TG production along
with a decreased in MTP and DGAT-2 gene expressions °'. MTP and DGAT-2 gene
expression, two key enzymes of VLDL synthesis, were decreased similarly in both Ovx-
R and -P rats. Although this does not necessarily reflect a cause-effect relationship, it
does suggest that the absence of estrogens may reduce VLDL synthesis and production,
thus resulting in hepatic fat accumulation without being necessarily associated with
peripheral fat accumulation. In a recent report, VLDL production through reduced
hepatic MTP has been identified as a primary defect in the inbred Fatty Liver Shionogi
mouse which develops hepatic steatosis under normal diet as polygenic trait **. The
possibility that indeed VLDL secretion was reduced in both of our Ovx groups of rats
raises the interesting speculation that a lack of leptin action through downregulation of
leptin receptors as in the present Ovx rats might trigger a decrease in VLDL secretion via
the inhibition of the transcription factor STAT3 **. Taking together, results of the present
molecular markers point to the direction that fat accumulation in liver of Ovx-R rats is
more related to a lack of lipid utilisation and/or exportation than to increased activity of

metabolic pathways involved in lipid uptake and/or synthesis.

The observation that Ovx-R rats were able to maintain to a minimum their fat
mass gain in spite of estrogens withdrawal deserves to be discussed in regard to body
weight gain and caloric intake. The higher gain in adiposity and body weight in Ovx-P
compared to Ovx-R and Sham animals may, at least partially, be attributed to their
propensity to higher caloric intake. Alternatively, it is also possible that that energy
expenditure might be affected differently by estrogens withdrawal. A 40% reduction in
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ambulatory activity levels has been reported after ovariectomy in mice **. The hypothesis
that the reduction in energy expenditure is less pronounced in Ovx-R than in Ovx-P rats

remains, however, to be tested.

In summary, data of the present study first indicate that when Ovx rats are
subdivided into Ovx-P and Ovx-R on the basis of their intra-abdominal fat accumulation,
liver still accumulates fat to a similar extent in both of these groups. This suggests that
hepatic fat accumulation may be dissociated from peripheral fat accumulation with
estrogens withdrawal. In search of an explanation for these observations, the decrease in
leptin receptors expression, possibly leading to a decrease in fat oxidation, and the
decrease in gene expression of key molecular makers of VLDL synthesis potentially
leading to a decrease in lipid exportation were identified as likely factors. Although
extrapolation from animal studies to human situation must be made with caution, the
present results indicate that women who gain a limited amount of weight or body fat after

menopause may still undergo an increased fat accumulation in liver.
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Abstract

Purpose The aim of this study was to determine the effects of an atherogenic diet (AD;
40 % lipid, 1.25 % cholesterol, kcal) on triglyceride (TAG) and cholesterol accumulation
in liver and on gene expression of liver X receptor (LXR) and farnesoid X receptor
(FXR) and their target genes and to observe if these responses are affected by endurance
training.

Methods Sprague—Dawley rats (n =32) were divided into two groups and randomly
assigned to an AD or a standard diet (SD) for 7 weeks. Half of the rats in each group
were assigned to an exercise training program for 5 days/week.

Results The AD resulted in a large (P < 0.01) accumulation in liver TAG (4x) along with
elevated liver and plasma cholesterol without any gain in peripheral fat mass. The liver
TAG and cholesterol accumulations were associated with an important reduction
(P <0.01; 60 %) in FXR, but no change in LXR transcripts. Accompanying the reduction
in FXR gene expression, we found an increase (P <0.001) in SREBP-1c and a decrease
(P<0.01) in MTP mRNAs suggesting an increased lipogenesis and a reduced VLDL
production, respectively. The AD was also associated with lower HMG-CoA-r, squalene
synthase, and ABCGS transcripts (P < 0.001). In the intestine, exercise training resulted
in higher NPCI1L1, ABCGS5, and ABCGS8 in SD-fed animals, while all these increases
were suppressed under the AD feeding.

Conclusions It is concluded that dietary cholesterol favors liver TAG and cholesterol

accumulations associated with an important reduction in FXR transcripts.
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Introduction

There is growing evidence that dietary cholesterol is a preponderant factor
responsible for inducing hepatic steatosis [1]. For instance, it was shown that the addition
of cholesterol to a standard diet increases hepatic triglycerides and cholesterol content
[2, 3]. Dietary cholesterol also interferes with other dietary fats to exacerbate hepatic
steatosis [4]. In this way, high-fat/high-cholesterol atherogenic diets (AD) in animals are
a novel model for inducing hepatic steatosis [5]. However, the mechanism behind these
observations remains obscure. Knowing the deleterious metabolic consequences of liver
fat accumulation on, for instance, the development of hepatic insulin resistance, there is a
need for a better understanding of how these AD affect liver metabolic pathways.

In an attempt to shed some light on how an AD diet stimulates liver fat
accumulation, we first looked at nuclear factors liver X receptor (LXR) and farnesoid X
receptor (FXR) and some of their target genes. LXR is a molecule that can relate dietary
cholesterol to hepatic steatosis [6]. LXR stimulates bile acids synthesis through its target
gene cytochrome P450, family 7, subfamily a, polypeptide 1 (Cyp7al), the main enzyme
in the conversion of cholesterol into bile acids [7]. Consequently, LXR protects the body
against cholesterol toxicity by enhancing cholesterol elimination [8]. Paradoxically,
however, LXR also stimulates hepatic sterol regulatory element-binding protein-1c
(SREBP-1c) which strongly stimulates lipogenesis in liver. On the other hand, nuclear
factor FXR, activated by bile acids, stimulates bile and cholesterol efflux from the liver.
Opposite to LXR, FXR suppresses bile acids synthesis and lipogenesis by inhibiting
Cyp7al and SREBP-lc. Administration of pharmacological FXR agonist reversed

hepatic steatosis and insulin resistance in Zucker (fa/fa) obese rats [9]. On the opposite,
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FXR deficiency increases hepatic fat content in LDL receptor null mice [10]. These
observations indicate that FXR acts to protect the liver against steatosis. It is not known,
however, if FXR gene expression is changed following an AD. A negative correlation
between FXR expression and steatosis level in liver of NAFLD patients was recently
reported [11]. These findings, therefore, suggest that in addition to LXR, FXR gene is a
potential transcription factor associated with AD-induced hepatic steatosis pathology.
The first purpose of the experiment was to determine the extent to which the present AD
affects liver TAG and cholesterol accumulation and if these responses may be linked to
the LXR and FXR transcripts and some of their key target gene expressions. Based on the
above-described information, we postulated that the AD will result in an increase and a
decrease in LXR and FXR gene expression, respectively.

Besides liver, intestine is a central organ that influences hepatic fat content. For
instance, a partial resection of intestine has been reported to decrease hepatic lipids [12].
Ezetimibe, a drug that blocks NPCI1L1, the main intestinal cholesterol transporter in
intestine, has been recently proposed as a potential molecule for treatment of NAFLD
[13]. As recently reviewed, activation of intestinal FXR might be the main mechanism to
inhibit Cyp7al gene expression in liver, thus suppressing bile acids synthesis [14]. By
controlling whole body cholesterol flux, the intestine is an organ that might contribute to
liver lipid accumulation following the AD. To better characterize the effect of AD on
liver TAG and cholesterol accumulation, we also determined FXR gene expression in
jejunum along with some key molecular factors involved in cholesterol and fat

absorption.
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At the present time, there are no specific or effective pharmacological treatments
for NAFLD and lifestyle modifications such as nutrition and exercise are regarded as first
line treatments [15]. Evidence showing that exercise training prevents or attenuates fat
accumulation in animals submitted to a high-fat diet is mounting [16, 17]. Although there
is a paucity of data on this topic, it seems that exercise training failed to attenuate TAG
and cholesterol accumulation in liver of rat fed on hypercholesterolemic diet [18]. To
further explore this avenue, the present experiment was conducted in sedentary and

exercise-trained rats.

Materials and methods

Animal cares

Female Sprague-Dawley rats (n=32) weighing 170-190 g (8-wk old) were obtained from
Charles River (St-Constant, PQ, Canada) and were housed individually. The 12: 12-h
light-dark cycle started at 06:00 and the room temperature was maintained at 20-23°C.
All animals had ad libitum access to food and tap water. Body weight and food intake in
g were monitored two times per wk. The experiments described in this report were
conducted according to the directives of the Canadian Council on Animal Care after
institutional approval.

Groups and exercise training

Two days after their arrival to our laboratory, animals were randomly assigned either to a
standard (SD) or an atherogenic diet (AD; n = 16 per diet). The SD (Agribrands) was
constituted of 15% lipid, 65% carbohydrate, and 20% protein (kcal) and the AD ( TD-
02028, Harlan Laboratories) was made of 40% lipid, 1.25% cholesterol, 0.5% cholic acid,

40% carbohydrate, and 20% protein (kcal). One week later, half of the rats in each group
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( n = 8) were submitted to an exercise training program. Exercise training (Tr) consisted
of continuous running on a rodent treadmill (Quinton Instruments, Seattle, WA) 5 times
per wk for the duration of the experiment (6 wk). The Tr rats progressively ran from 15
min/d at 15 m/min, 0% slope, up to 60 min/d at 26 m/min, 10% slope (= 75% of VO2
max). At the 7" wk, all trained and sedentary rats were killed.

Blood and tissue sampling

Rats were sacrificed between 09:00 and 12:00. Food was removed from the animal's cage
3 h before sacrifice. Immediately after complete anaesthesia (isoflurane), the abdominal
cavity was opened following the median line of the abdomen and approximately 4 ml of
blood was collected from the abdominal vena cava (<45 s) into syringes pre-treated with
ethylenediaminetetraacetic acid (15%; EDTA). Blood was centrifuged (3000 rpm; 4°C;
12 min; Beckman GPR Centrifuge) and the plasma was kept for further analysis. Several
organs and tissues were removed and weighed (Mettler AE 100): liver, jejunum, fat
deposits and muscles. The liver median lobe was freeze-clamped and used for
triacylglycerol (TAG), cholesterol (TC) and mRNA determinations. To separate the
jejunum, the first 5 cm of the small intestine following the pyloric sphincter was removed
as the duodenum and the 10 cm following the ligament of Trietz was discarded. The next
20 cm was identified as the jejunum. The mesenteric fat pad consisted of adipose tissue
surrounding the gastrointestinal tract from the gastroesophageal sphincter to the end of
the rectum. The urogenital fat pad included adipose tissue surrounding the kidneys,
ureters and bladder as well as ovaries, oviducts and uterus. The retroperitoneal fat pad

was taken as that distinct deposit behind each kidney along the lumbar muscles. All tissue
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samples were frozen in liquid nitrogen immediately after weighing. All tissue and plasma
samples were stored at -80°C until analyses were performed.

Molecular analyses

Quantitative real-time PCR

Total RNA was extracted from frozen liver and jejunum with the use of RNA extraction
Mini kit (Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. RNA was thereafter
treated with DNase (Invitrogen) in order to avoid genomic contamination

2ug of total RNA was reverse transcribed into cDNA using high capacity cDNA reverse
transcription kit (Applied Biosystems). RT samples were stored at -20°C.

q-PCR reaction:

Gene expression for GADPH was determined using a pre-validated Tagman Gene
Expression Assay (Applied Biosystems, Rn01462661, Foster City, CA). Gene expression
level for target genes was determined using assays designed with the Universal Probe
Library from Roche. The primer sets and UPL probe numbers are presented in Table 1.
To validate the efficiency of the qPCR assays, we used a mix of the samples tested in the
study.

Detection and analysis

The ABI PRISM® 7900HT (Applied Biosystems) was used to detect the amplification
level and was programmed with an initial step of 3 min at 95°C, followed by 40 cycles of:
5 sec at 95°C and 30 sec at 60°C. All reactions were run in triplicate and the average
values of Cts were used for quantification. GAPDH was used as endogenous control.

The relative quantification of target genes was determined using the AACT method.

Briefly, the Ct (threshold cycle) values of target genes were normalized to an endogenous
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control gene (GAPDH) (ACT = Ct (aget — Ct gaprpn) and compared with a calibrator:
AACT = ACt sample - ACt caiibrator- Relative expression (RQ) was calculated using the
Sequence Detection System (SDS) 2.2.2 software (Applied Biosystems) and the formula

is RQ = 2744CT,
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Table 1. Real time PCR primer sequences

Gene Oligo FWD Oligo REV

Srebp-1c tacagcgtggctgggaac ggctgagegatacagttcaa
Mtp gcgagtctaaaacccgagtg cactgtgatgtcgctggttatt
Cyp7al ggagcttatttcaaatgatcagg cactctgtaaagctccactcactt
LXR agggctccaggaagagatgt caactccgttgcagagtcag
FXR ccacgaccaagctatgcag tetetgtttgetgtatgagtcea
Npclll cagcctctccgactgetg gagggotgcggttgttctg
Acat2 gtaccctggcecategactt ctgtccgaagctgaagagga
Squalene synthase gcaaggagaagcaccgagta ttctaaactccagggagategt

Hmg Co-A-r
Abcg5
Abcg8

Tnf-o

Fabp2

Cd36

caaccttctacctcagcaagce
cggagagttggtgattctgtg
cagatgctggctatcataggg
gcctetteteatteetgete
aactcggcegtecgactttg
tgagaagtctcgaacactgagg

acagtgccacacacaattcg
caccgatgtcaagtccatgt
ctgatttcatcttgccacca
gagcccatttgggaacttct
ccaacaagtttatttccctecat

tccaaacacagcatagatggac

Biochemical analyses

Liver TAG concentration was estimated from glycerol released after ethanolic KOH
hydrolysis by a colorimetric method using commercial kits from Sigma (St-Louis,
Missouri, USA). Liver cholesterol was extracted using the procedure developed by Folch
et al. [19]. The dried lipid residues were dissolved in 1 ml of ethanol for cholesterol assay

with enzymatic kits (Hitachi; Mannheim, Germany). Plasma TAG and glucose levels

were measured using a colorimetric method (Sigma; St-Louis, Missouri, USA).
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Statistical analysis
Values are expressed as mean + standard error. Statistical analyses were performed by
two-way ANOVA for non-repeated measures. Fisher's post hoc test was used in the event

of a significant (P < 0.05) F ratio.
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Results

Anthropometric parameters and food intake

In spite of the lower level of Ilipid consumption (10.5+0.5 s
29.4 £ 1.0 kcal/day; P <0.01) in SD compared with AD, respectively, total daily caloric
intake was similar in both dietary groups (Table 2). Accordingly, peripheral fat
accumulation and final body weight were not different between groups (Table 2),
indicating that atherogenic diet consumption did not induce obesity. Physical activity
lightly stimulated food intake with a 5 % increase (P <0.05) of caloric intake in Tr
groups compared with Sed groups (Table 2). However, this increase did not affect intra-
abdominal fat accumulation neither bodyweight.

Table 2. Anthropometric parameters

SD-Sed SD-Tr AD-Sed AD-Tr

Intra-abdominal fat pads | 25.12+1.6 19.6 2.3 224+ 1.8 21.7x1.5

weight (g)

Initial Body Weight (g) 183+1 178 £ 0.9 180+ 1.8 178+ 1.9
Final Body Weight (g) 326+ 6 325+12 333+9 337+9
Body Weight Gain (g) 143 +7 147+ 11 153+9 159+9
Caloric Intake (kcal/day) |[70+6 76 + 4+ 74+ 6 79 + 4+

SD: standard diet; AD: atherogenic diet; Sed: sedentary; Tr: trained
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Liver and plasma TAG and cholesterol content

Despite an absence of peripheral fat accumulation, liver TAG content in AD-fed animals
reached 4 times (P < 0.001) the level found in SD-fed animals (Fig. 1a). Moreover, liver
total cholesterol significantly (P < 0.01) accumulated in AD compared to SD-fed animals
(Fig. 1b). Plasma TAG and cholesterol levels were also higher (P < 0.01) in AD-fed rats
(Fig. Ic, d). Contrary to previous findings showing beneficial effects of regular physical
activity on diet-induced hepatic steatosis [16], AD-fed rats were resistant to lipid
resorption under the exercise training program as liver TAG content was similar in Tr and
Sed rats. Moreover, training had an unexpected effect of exacerbating cholesterol
accumulation with a 30 % higher value (P < 0.01) found in AD-Tr compared to AD-Sed
group. (Fig. 1b). Plasma TAG and cholesterol levels were unaffected by exercise training
in all dietary conditions.

Key molecular markers of lipids and cholesterol in liver

Nuclear factor LXR involved in cholesterol reverse transport was unchanged under the
AD (Fig. 2a). On the other hand, the nuclear factor FXR involved in bile acids and
cholesterol export from the liver was largely decreased (70 %; P <0.01) in rats fed the
AD diet (Fig. 2b). Exercise did not affect liver FXR and LXR gene expression. Hepatic
SREBP-1c mRNA, a lipogenic factor that is stimulated by LXR and inhibited by FXR
was strongly increased (260 %) in AD compared to SD-fed rats (P < 0.001) suggesting an
increased lipogenesis (Fig. 2¢). As for liver cholesterol accumulation, SREBP-1c gene
expression was increased (60 %) in AD-Tr compared to AD-Sed animals (P < 0.05). Also

regulated by LXR and FXR, the rate-limiting enzyme for bile acid synthesis, hepatic
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Cyp7al was unchanged by the diet and exercise manipulations (Fig. 2d). MTP gene
expression displayed a 25-30 % decrease (P <0.01) in AD compared to SD-fed animals
(Fig. 2e) suggesting a decrease in lipid and cholesterol export from the liver under the
form of VLDL. Hepatic gene expression of ACAT, an enzyme responsible for cholesterol
esterification was, however, unchanged by diet or exercise (Fig.2f). HMG-CoA
reductase and squalene synthase transcripts were both decreased (75-80 %; P < 0.001) in
liver of AD-fed rats (Fig. 3a, b), suggesting a suppression of cholesterol biosynthesis
pathway. The cholesterol biosynthesis markers were not affected by exercise. On the
other hand, ABCGS5 subscript was stimulated by the AD diet (Fig. 3c). However, its
complementary subunit ABCG8 was 70 % decreased under the AD (Fig. 3d) suggesting a
reduction in biliary cholesterol exportation. Interestingly, training induced a large
increase in ABCGS8 gene expression under the SD diet.

Gene expression of key markers of cholesterol turnover and intestinal lipid transport
Contrary to the large decrease found in liver, FXR gene expression in jejunum was not
affected by the diet (Fig. 4a). Surprisingly, intestinal cholesterol transporters NPC1L1,
ABCGS, and ABCGS8 gene expressions were not affected by the AD diet but were all
upregulated following training in the SD diet condition (P < 0.05; Fig. 4b, d). Opposite to
the decrease found in liver, jejunum MTP gene expression was not altered by the diet and
the exercise treatment (Fig. 5a). Intestinal fatty acid transporters, FABP and CD36

transcripts, were also unaffected by diet or exercise (Fig. 5b, c).
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Figure Legends

Fig.1. Liver and plasma triacylglycerol (TAG) and cholesterol levels in rats fed an
atherogenic (AD) or a standard (SD) diet in the sedentary or the trained (Tr) state. **
Significantly different from the diet counterparts (P < 0.01), *** (P < 0.001); 7
Significantly different from the sedentary counterparts (P < 0.01).

Fig.2. Hepatic gene expression of liver X receptor (LXR), farnesoid X receptor (FXR),
sterol regulatory element-binding proteinlc (SREBPIc), cholesterol 7alpha-hydroxylase
(CYP7A1), microsomal triglyceride transfer protein (MTP), and (ACAT) in rats fed an
atherogenic (AD) or a standard (SD) diet in the sedentary or the trained (Tr) state. **
Significantly different from the diet counterparts (P < 0.01), *** (P < 0.001); t7F
Significantly different from the sedentary counterparts (P < 0.01).

Fig.3. Hepatic gene expression of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase (HMG-
CoA-r), squalene synthase, and ATP-binding cassette, subfamily G, member 5 and 8
(ABCGS, ABCGS) in rats fed an atherogenic (AD) or a standard (SD) diet in the
sedentary or the trained (Tr) state. * Significantly different from the diet counterparts (P
< 0.05), *** (P < 0.001); t11 Significantly different from the sedentary counterparts (P
<0.001).

Fig. 4. Intestinal (jejunum) gene expression of farnesoid X receptor (FXR), Niemann-
Pick Cl-like 1 (NPCIL1), and ATP-binding cassette, subfamily G, member 5 and 8
(ABCGS, ABCGS) in rats fed an atherogenic (AD) or a standard (SD) diet in the
sedentary or the trained (Tr) state. 1 Significantly different from the sedentary

counterparts (P < 0.05) 711 (P < 0.01).
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Fig. 5. Intestinal (jejunum) gene expression of microsomal triglyceride transfer protein
(MTP), fatty acid binding protein (FABP) and (CD 36) in rats fed an atherogenic (AD) or

a standard (SD) diet in the sedentary or the trained (Tr) state.
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Fig. 5

Discussion

The main findings of the present study were that the AD induced a severe hepatic
steatosis and cholesterol accumulation without peripheral adiposity gain. These responses
were accompanied with an important downregulation in hepatic FXR gene expression
along with an increase in lipogenic SREBP-1c transcripts and a decrease in MTP gene
expression involved in lipogenesis and VLDL production, respectively. Exercise training
did not circumvent the AD-induced metabolic events.

The present study is the first to report an important decrease in FXR transcripts
following an atherogenic diet. FXR mRNA levels are controlled by bile acids [20] so as
to protect hepatocytes against the deleterious effects of increased bile acid levels by
inhibiting endogenous bile acid synthesis and accelerating excretion. FXR dysfunction
has been associated with several pathologies including hepatic steatosis, intrahepatic
cholestasis, biliary tract cancer, and hypoxia [11,21-23]. Taking into account these
observations, it is likely that the present downregulation of FXR gene expression is a
factor associated with the accumulation of TAG and cholesterol in liver of AD animals.
Accordingly, therapeutic activation of FXR has been recently suggested as a treatment
for NAFLD [24].

In association with the 70 % decrease of hepatic FXR, we found a 250—400 %
increase in SREBP-1c gene expression. FXR activation is required to suppress SREBP-1c
gene expression [25]. The present increase in SREBP-1c transcripts suggests enhanced

lipogenesis in liver that could contribute to hepatic steatosis in AD-fed animals. In
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addition to increasing lipogenesis, FXR repression would also decrease very low density
lipoprotein synthesis by repressing the expression of MTP and apolipoprotein B [26].
Accordingly, MTP gene expression was largely decreased in liver of the present AD-fed
rats suggesting a reduction in VLDL synthesis and exportation that could likely
contribute to fat and cholesterol accumulation. Indeed, we previously reported that
inhibition of MTP action results in large accumulation of lipids in liver [27]. Another
target gene for FXR is ABCGS5/G8 transporters that play a major role for biliary
cholesterol efflux [28, 29]. Biliary excretion of cholesterol via ABCGS5/8 is positively
regulated by FXR [30]. FXR and ABCG8 were proportionally decreased (70 %), while
the ABCGS5 was increased in AD-fed rats (Fig. 3¢, d). To form a functional heterodimer,
both ABCGS5 and ABCGS8 are needed. In this sense, a decrease in ABCGS transcripts
with the AD might have invalidated the whole complex.

Surprisingly, the present AD did not influence bile acid synthesis as evaluated
from the absence of effects on Cyp7al transcripts. The conversion of cholesterol into bile
acids by Cyp7al is repressed by FXR and activated by LXR. However, there is evidence
that LXR alpha is the dominant regulator of CYP7A1 and the absence of changes in LXR
following the present AD may explain the absence of changes in Cyp7al [31]. On the
other hand, the regulation of Cyp7al by an atherogenic diet is not consistent in the
literature, and an absence of effect of an atherogenic diet on Cyp7al expression has been
reported [32]. Accompanying the large cholesterol accumulation in liver under the AD
diet, there was a strong repression (70 %) of HMG-CoA reductase and squalene synthase
gene expression suggesting a repression of cholesterol biosynthesis. However, we did not

observe any change in gene expression of liver ACAT following the AD diet. It has been
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reported in human and monkey that cholesterol supplementation stimulates ACAT
expression and activity [33]. The absence of change in ACAT transcripts following the
AD diet might, therefore, have contributed to the retention of cholesterol in liver.

Besides liver, FXR also plays a key role in the intestine with respect to regulation
of bile acids [34]. Opposite to what we observed in liver, FXR gene expression in the
jejunum was not changed by the AD diet. In addition, NPC1L1 along with ABCG5/G8
transcripts involved in cholesterol trafficking in intestine were not affected by the
atherogenic diet. At first glance, these results suggest that the intestine did not actively
contribute to the present fat and cholesterol accumulation in liver of AD-fed rats.
However, plasma LDL cholesterol levels are positively correlated to cholesterol
absorption in humans [35]. It also appears that NPC1L1 protein is crucial for cholesterol
absorption [36, 37]. Even though NCP1L1 gene expression was unchanged by the AD,
the high level of plasma cholesterol measured strongly suggests that total cholesterol
absorption was increased by the AD diet. However, the present results would suggest that
NCPI1L1 is not involved.

Under the present AD intervention, the exercise training program failed to affect
hepatic triglycerides and cholesterol accumulation as well as most gene transcripts. In
view of the previously reported positive effects of exercise on liver fat accumulation [16],
it is likely that the absence of response may be due to the powerful effect of the diet [18].
An unexpected effect was that physical activity had an exacerbating effect on hepatic
cholesterol accumulation in the AD-fed rats. This might be due to an increase in plasma
cholesterol transport back to the liver [38]. On the other hand, it is more difficult to

explain the increase in the lipogenic transcription factor SREBP-1c with training in rats

120



fed the AD. This paradoxical response might simply be a reflection of the fact that
exercise training did not alleviate the metabolic consequences of the present atherogenic
diet. This is consistent with a report published almost 50 years ago, indicating that regular
exercise is not sufficient to prevent or reduce lipids accumulation in high-cholesterol-fed
rats [18].

On the other hand, exercise training in SD-fed animals was associated with an
increase in gene expression of NPC1L1 and ABCG5/GS in the jejunum. The increase in
NCPIL1 transcripts is contrary to a previous report in which voluntary exercise
decreased intestinal NPCIL1 as well as cholesterol absorption plasma markers in mice
[39]. However, it has been reported that endurance exercise in human significantly
increased campesterol and sitosterol, two important markers of cholesterol absorption,
suggesting that exercise stimulates intestinal cholesterol absorption [40]. Ultimately, it
seems that the increase of NPCILI is compensated for by the increase of jejunal
ABCGS5/G8 expression, suggesting that exercise favored intestinal cholesterol efflux.
Accordingly, it has recently been reported an increase in fecal cholesterol excretion in
exercising animals [41].

The large increase in liver TAG content (400 %) under the present AD diet is
surprising in view of previous works showing that the same HF diet without cholesterol
resulted in a maximum of 50 % increase in liver TAG [16, 42]. This strongly suggests
that the addition of cholesterol to the HF diet accentuated liver fat accumulation. Indeed,
previous works clearly indicate that dietary cholesterol combined to dietary fat is
particularly efficient in stimulating hepatic TAG and cholesterol accumulation

[1, 4, 43, 44]. An intriguing observation of the present study is that in spite of the high fat
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content of the AD, there was no gain in intra-abdominal fat pad weights. In previous
studies, it was clearly established that supplementing a normal or a high-fat diet with
cholesterol is associated with TAG and cholesterol trapping in liver [3, 44-46]. However,
it is not clearly established if the addition of cholesterol to a high-fat diet reduces the diet-
induced fat mass gain. In one study [46], it was reported that the addition of cholesterol to
a saturated fat diet reduced the amount of retroperitoneal fat compared to an unsaturated
fat diet. The addition of cholesterol to a high-fat diet also been reported to result in an
absence of gain of epididymal fat pad weight as compared to a normal diet [44].
Resistance to high-fat diet-induced weight gain has also been reported in FXR—/— mice
and attributed to increased energy expenditure in these mice [47]. However, liver-specific
FXR—/— mice were not protected from diet-induced obesity [48]. The authors mentioned
that this is a surprising result considering the importance of hepatic FXR for the
metabolic control of lean mice. On the whole, further works will be needed to clarify the
mechanism through which and AD and/or an attenuation of FXR transcripts protects
against diet-induced obesity.

In summary, results of the present study indicate that the atherogenic diet-induced
accumulation of TAG and cholesterol is associated with a substantial decrease in gene
expression of the FXR nuclear receptor. The decrease in FXR transcripts was
accompanied with an increase in the SREBP-1c¢ transcription factor and a decrease in the
transfer protein MTP suggesting an increased lipogenesis and a decreased VLDL
production. Alternatively, FXR gene expression was not altered by the diet in the

jejunum.
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Abstract

The purpose of the study was to determine the effect of a high fat-high cholesterol
(HFHC) diet and ovariectomy (Ovx) on liver fat and cholesterol accumulation and how
they affect molecular markers of VLDL assembly. Rats were either Ovx or sham-
operated (Sham) and fed one of the following diets: standard (SD), HF, HF + 0.25 %
cholesterol (HFHC (0.25%)) or HF + 0.5% cholesterol (HFHC (0.5%)) for 6 weeks. Ovx
resulted in higher liver TAG (P < 0.001) concentrations than Sham rats under all dietary
interventions. All animals fed HFHC diets had higher liver TAG (P < 0.05) compared to
SD fed rats. Surprisingly, hepatic cholesterol was Ovx higher (P < 0.001) in Ovx than in
Sham animals only when fed HFHC diets. Sham animals fed the HFHC diets
accumulated more (P <0.01) hepatic cholesterol than SD-fed animals. Interestingly,
liver cholesterol in Ovx fed HFHC diets reached up to 520% of levels measured in Sham-
SD animals. To go one step further, we found that microsomal triglyceride transfer
protein (MTP), a key molecule involved in VLD synthesis, was lower (P <0.01) in Ovx
than in Sham rats and in all animals fed HFHC diets as compared to SD-fed animals. The
combination of Ovx and HFHC diets repressed MTP transcripts to levels as low as 31%
of levels measured in Sham-SD-fed animals. It is concluded that HFHC diets and Ovx
concomitantly potentiate hepatic lipids and cholesterol accumulation and that these

effects may be mediated by defects in VLDL production.

Key words: dietary cholesterol, dietary lipids, MTP, hepatic steatosis, hepatic cholesterol

accumulation.
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Introduction

It is well documented that dietary cholesterol stimulates liver fat accumulation

(1.2 Specifically, it has been reported that dietary cholesterol induces hepatic

1, 3, 4 3)

inflammation , decreases biliary cholesterol secretion “’, increases fatty acid

(-7 all contributing to the development of

synthesis ¥, and stimulates liver lipogenesis
hepatic steatosis. Dietary cholesterol itself has a strong steatotic potential that is
exacerbated by dietary lipids, thus indicating a synergism between these two nutrients
®-10 This synergism was recently confirmed by Savard et al. who reported that hepatic
lipid levels upon HFHC diet were higher than the sum of levels obtained by consumption
of each dietary component alone "

Similarly to dietary cholesterol, estrogen deficiency alters lipid and cholesterol
metabolism by inducing hepatic steatosis and plasma hypercholesterolemia 2. Livers of
ovariectomized (Ovx) rats, an estrogen deficiency model, are more prone to
triacylglycerol (TAG) and total cholesterol (TC) accumulation following a high fat diet
U39 In line with these observations, Kamada et al. recently reported that estrogens
withdrawal exacerbated hepatic steatosis in mice fed a HFHC diet [14]. However, the
authors of this study used a very high cholesterol level diet (1.25 %) aiming at inducing
steatohepatitis. Hence, it remains unclear whether a HFHC diet with a lower cholesterol
level (0.25 %) in absence of estrogens will result in a large hepatic fat and cholesterol
accumulation.

We previously reported that very low density lipoprotein (VLDL) production and
gene expression of key related enzymes, especially microsomal transfer protein (MTP),
are decreased in Ovx rats > 9. Similarly to Ovx, estrogen receptor blocker, acolbifene,
has been reported to induce hepatic steatosis along with a decrease in liver MTP gene
expression hence supporting the fact that estrogens withdrawal impairs VLDL production
U7 Dietary cholesterol has also been shown to increase cholesterol ester (CE) storage in
hepatocytes and to reduce hepatic VLDL-TAG secretion resulting in neutral lipids
retention within the liver '®. Based on this information, we postulated that HFHC diets
would favour liver lipid accumulation through disrupting VLDL assembly and that these

responses will be exacerbated by estrogen withdrawal. To test this hypothesis, we

targeted key molecules involved in VLDL synthesis including microsomal triglyceride
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transfer protein (MTP), diacylglycerol acyltransferase 2 (DGAT-2) involved in
converting fatty acids into TAG, and acyl-coenzyme A:cholesterol acyltransferase 2
(ACAT-2) that converts free cholesterol into CE, also an essential component of VLDL
secretion '), Involved in the second phase of VLDL assembly, the maturation, we also
targeted small GTP-binding protein a (Sarla) that transfers particles from the ER
compartment to the Golgi complex, and cell death-inducing like-effector type B (Cideb)
that plays a role in determining VLDL particle size.

In addition to VLDL production, bile acids metabolism could also be involved in
liver fat accumulation in Ovx rats under HFHC feeding. We recently reported that HFHC
diet suppressed farnesoid X receptor (FXR) gene expression, a nuclear receptor involved
in hepatic bile acids, cholesterol and lipid metabolism "?. Since FXR deficiency induces
hepatic fat accumulation ®”, lower FXR gene expression is a potential mechanism
associated with hepatic steatosis development. Bile duct ligation has become a novel
model for hepatic steatosis, thus demonstrating a key role of bile acid excretion pathway
on hepatic lipids homeostasis ?". To evaluate the contribution of bile acids in hepatic fat
accumulation, we measured key molecules involved in bile acid homeostasis including
hepatic FXR and its target genes sterol 12-alpha-hydroxylase (Cyp8bl), which converts

(22)

cholesterol into bile acids “”, and bile salt export pump (BSEP), which stimulates bile

acid excretion *?).

The aim of the present study was to investigate synergic action of dietary lipids
and cholesterol (HFHC diet) under normal and estrogen deficient state on hepatic fat and
cholesterol accumulation. To explore possible underlying mechanisms, we measured

gene expression of key molecules involved in lipids, cholesterol and bile acids

metabolism, mainly targeting key markers of VLDL synthesis.
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Experimental methods

Animal care

Female Sprague-Dawley rats (n=64) weighing 190-210 g were obtained from
Charles River (St-Constant, PQ, Canada) and were housed individually to monitor food
intake in each animal. The 12: 12-h light-dark cycle started at 06:00 and the room
temperature was maintained at 20-23°C. Animals had free access to food and water.
Body weight and food intake were monitored twice a week. All experiments in this report
were conducted according to the ARRIVE guidelines for animal research and the
directives of the Canadian Council on Animal Care after institutional approval (CDEA:
12-108) Diets and surgery

One week after their arrival rats were either sham-operated (n = 32) or
ovariectomized (Ovx, n=32) according to the technique described by Robertson et al. .
Animals were injected with antibiotics (Tribrissen 24 %; 0.125 cc/kg, sc) and analgesic
(Carprofen; 4.4 mg/kg, sc) for 3 days, starting the day of the surgery. Thereafter, Ovx and
Sham rats were randomly assigned one of the following 4 diets: standard (SD), high fat
(HF), HF + 0.25 % cholesterol (HFHC (0.25 %)) or HF + 0.5 % cholesterol (HFHC
(0.5 %)) described in Table 1.
Blood and tissue sampling

Six weeks after surgeries, rats were sacrificed between 09:00AM and 12:00PM.
Any remaining food was removed from the animal's cage at least 12 h before sacrifice.
Immediately after complete anesthesia with isoflurane, the abdominal cavity was opened
following the median line of the abdomen. Blood was collected into syringes treated with
EDTA (15%) and centrifuged (3000 rpm; 4°C; 10 min; Beckman GPR Centrifuge). After
blood collection, the liver median lobe was removed and freeze-clamped. The uterus,
mesenteric, urogenital, retroperitoneal, and subcutaneous fat deposits were removed and
weighed (Mettler AE 100). All tissues and plasma samples were stored at -80°C until

analyses were performed.

Molecular analyses
Total RNA was extracted from liver with the use of RNA extraction Mini Kkits

(Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. RNA was, thereafter, treated with
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DNase (Invitrogen) to avoid genomic contamination. Two ug of total RNA was reverse
transcribed into cDNA using high capacity cDNA reverse transcription kits (Applied
Biosystems). RT samples were stored at -20°C. Gene expression for target genes was
determined using assays designed with the Universal Probe Library. The primer sets and
UPL probe numbers are presented in Table 2. The ABI PRISM® 7900HT (Applied
Biosystems) was used to detect the amplification level and was programmed with an
initial step of 3 min at 95°C, followed by 40 cycles of 5 s at 95°C and 30 sec at 60°C. All
reactions were run in triplicate and the average of threshold cycle (CT) was used for
quantification. The relative quantification of target genes was determined using the
AACT method. Briefly, the CT values of target genes were normalized to an
endogenous control gene (beta actin) (ACT = Ct arget — Ct beta actin) and compared with a
calibrator: AACT = ACt sample - ACt catibrator- Relative expression (RQ) was calculated
using the Sequence Detection System (SDS) 2.2.2 software (Applied Biosystems) and the
formula is RQ = 2744¢T,
Liver and plasma lipids measurements

Liver TAG concentration was estimated from glycerol released after ethanolic
KOH hydrolysis by a colorimetric method using commercial kits from Sigma (St-Louis,
Missouri, USA). To measure liver cholesterol, liver lipids were extracted using an
adapted procedure developed by Folch et al. *”. Homogenate of liver in a chloroform-
methanol solution (2:1) was filtrated and rinsed with chloroform. Methanol and water
(20 % of the filtrate volume each) were added to the filtrated solution. After vortexing,
the solution with water and methanol was centrifuged for 20 min at 2400 rpm. The lower
phase was transferred to clean tubes and evaporated overnight at 30°C. The dried lipid
residues were dissolved in 0.2 ml of triton X100-isopropanol solution (10 %). Total
cholesterol was measured with enzymatic kits (Wako; Osaka, Japan). Plasma total
cholesterol, HDL-cholesterol (HDL-C), and triglycerides (TAG) were measured using the
COBAS INTEGRA 400 analyzer (Roche Diagnostic, Montreal, Canada). Total
cholesterol, HDL-cholesterol and TAG values were used in the Friedewald formula to

calculate LDL-cholesterol (LDL-C) concentration.
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Statistical analysis

Values are expressed as mean = SE. Differences between means were tested for
statistical significance (P < 0.05) using a two-way ANOVA for non-repeated measures
with Ovx surgery and diets as main factors. Fisher LSD post hoc test was used in the
event of a significant interaction effect (P <0.05). In a case of significant diet effect

without interaction, a Fisher LSD from a one-way ANOVA was performed.
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Results

Anthropometric parameters

Under all dietary conditions, estrogen withdrawal increased food intake
(P <0.001) and induced several changes in body composition including higher final body
weight (P < 0.001), intra-abdominal fat pads (P < 0.001) and subcutaneous adiposity
(P <0.05; Table 3). Lower uterus weight in Ovx compared to Sham animals confirmed
total ovariectomy (Table 3). In Sham and Ovx rats, HF and HFHC (0.25 %) diets did not
affect intra-abdominal and subcutaneous fat deposits, food intake, and final bodyweight.
However, Sham and Ovx animals fed the HFHC (0.5 %) diet had higher food intake
(P <0.01) and final bodyweight (P < 0.01) (Table 3).
Liver lipids

As expected, estrogen withdrawal significantly increased liver TAG (37 to
78 %; P < 0.001) in all dietary interventions compared to corresponding Sham group
(Fig. 1A). In Sham animals fed the two HFHC diets, liver TAG levels were increased by
90 % (274 + 3.4 vs 144 = 1.7 mg/g ; P <0.01) (0.25 % HC) and 76 % (25.4 + 3.3 vs
14.4 £ 1.7 mg/g; P < 0.05) (0.5 % HC) compared to SD fed rats. Interestingly, estrogen
withdrawal and the two HFHC diets concomitantly induced higher level of hepatic
steatosis. In fact, liver TAG levels in Ovx-HFHC diets fed animals reached up to151 %
of levels found in Ovx-SD fed rats and up to 270 % of levels measured in Sham-SD fed
rats. Liver total cholesterol (TC) content was not increased in Ovx compared to Sham rats
when fed SD and HF diets (Fig. 1B). However, under both HFHC diets, liver TC content
in Ovx rats was 131 % (0.25 % HC; P <0.001) and 144 % (0.5 % HC; P < 0.001) higher
than values measured in corresponding Sham animals (Fig. 1B). In response to HFHC
diets, hepatic TC levels in Sham rats were 170 % (0.25 % HC; P < 0.001) and 280 %
(0.5 % HC; P < 0.001) of levels reported in Sham-SD fed animals. In Ovx animals fed
the two HFHC diets liver TC values reached 270-400 % (P < 0.01) of values measured
in Ovx-SD and 350-520% (P < 0.001) of values measured in Sham-SD animals,
indicating a concomitant increase (Fig. 1B).
Plasma lipids

Plasma TAG concentrations were higher (P < 0.05) following estrogens

withdrawal under all dietary interventions (Fig. 1C). In spite of a large increase in liver
139



TAG following HFHC diets, plasma TAG levels were lowered by 40-64 % (P < 0.001) in
Sham as well as in Ovx rats compared to their corresponding SD fed group (Fig. 1C). On
the other hand, the effect of Ovx on plasma TC was largely influenced by dietary
conditions. Under the SD diet, plasma TC concentrations in Ovx animals were higher by
64 % (2.87 vs 1.75 mmol/L; P < 0.01) compared to Sham rats while differences between
Sham and Ovx animals were attenuated under HF and HFHC (0.25 %) diets (Fig. 1D).
Surprisingly, increasing the dietary cholesterol content to 0.5 % (HFHC) reversed the
effect of estrogen withdrawal on plasma TC reported in SD-fed animals. Indeed, in
response to HFHC (0.5 %), plasma TC in Ovx animals was 28% lower compared to the
corresponding Sham group (2.72 vs 3.74 mmol/L; P < 0.05). By comparison, plasma TC
levels in response to the two HFHC diets was more linear in Sham than in Ovx rats with
increases reaching 56 (P < 0.05) (0.25% HC) and 113 % (P < 0.01) (0.5 % HC)
compared to SD fed animals (Fig. 1D).
Plasma lipoproteins profile

Estrogens withdrawal induced several changes in serum lipoproteins levels. Under
SD and HF diets, Ovx rats showed higher VLDL-C (P < 0.05), LDL-C (P < 0.01) and
HDL-C levels (P < 0.001) compared to Sham rats (Fig. 2). In all animals, ingesting the
HF diet did not change VLDL-C and LDL-C but decreased (P < 0.01) HDL-C levels
compared to SD fed animals. In Sham as well as in Ovx groups, both HFHC diets
decreased VLDL-C (P < 0.001), increased LDL-C (P < 0.01) and decreased HDL-C (P <
0.001) levels compared to SD fed groups. However, similarly to plasma TC, HFHC diets
inverted the effect of Ovx on LDL-C levels. More specifically, under the two HFHC
diets, Ovx rats showed lower LDL-C level by 47 % (0.25 % HC: P < 0.01) and by 57 %
(0.5 % HC; P <0.01) compared to their corresponding Sham group (Fig. 2).
Molecular markers of VLDL assembly and secretion

Gene expression of MTP and DGAT-2, two key molecules in VLDL assembly,
was lower (P <0.001) in Ovx animals and this, regardless of dietary interventions (Fig.
3A, B). In addition, gene expressions of apoB-100, ACAT-2, Sarla, and Cideb, also
involved in VLDL synthesis and secretion, were lower (P < 0.001) in Ovx than in Sham
rats in all dietary interventions (Fig. 3E, F). In Sham and Ovx animals, both HFHC diets
were associated with lower (P < 0.001) MTP gene expression (Fig. 3A). Considering the
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cumulative effects, Ovx-HFHC animals depicted such a large decrease in MTP gene
expression that levels dropped as low as 31 % of level reported in Sham-SD rats.
Molecular marker of cholesterol metabolism

Gene expressions of nuclear receptors FXR and LXR were lower (P < 0.05 and P
< 0.001) in Ovx than in Sham animals and this, following all dietary interventions
(Fig. 4A, B). In Sham as well as in Ovx rats, both HFHC diets decreased FXR gene
expression (P < 0.01) while only the (0.5% HC) diet downregulated LXR gene
expression (P < 0.01). Regardless of dietary conditions, estrogen withdrawal decreased
hepatic Cyp8bl and BSEP suggesting that synthesis and excretion of bile acids are
decreased in Ovx animals (Fig. 4C, D). In addition, HFHC diets further decreased
Cyp8bl levels (P < 0.001) in Sham as well as in Ovx while BSEP was not affected by
these dietary interventions (Fig.4C). Finally, transcripts of canalicular cholesterol
excretion transporters ABCG5/G8 were not affected by estrogen withdrawal. However,
gene expression of ABCGS5/G8 was 2 to 3-fold higher (P <0.01) in Ovx and Sham
animals fed the HF diet compared to the SD diet.

Gene expression of sterol regulatory element binding protein 2 (SREBP-2) and its
target genes LDL receptor (LDLr) and 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductase
(HMG-CoAr) were downregulated (P < 0.001) in Ovx compared to Sham rats in SD and
HF conditions (Fig. 5A, C). In Sham, HF diet did not affect SREBP-2 and LDLr but
stimulated (P < 0.05) HMG-CoAr gene expression (Fig. 5SA, C). However, adding
cholesterol to the HF diet highly suppressed SREBP-2 (P <0.01), LDLr (P < 0.001) and
HMG-CoA (P < 0.05) gene expressions in Sham rats. On the other hand ingesting HFHC
diets did not further decreased gene expression of SREBP-2, LDLr and HMG-CoAr

transcripts in Ovx animals (Fig. 4C, D).
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Discussion

The main finding of the present study was that estrogen withdrawal combined to
HFHC diets concomitantly stimulated hepatic TAG and cholesterol accumulation.
Additionally, our experiments uncovered a potential novel mechanism through which
Ovx and HFHC diets may collectively enhance hepatic steatosis: a defect in VLDL
assembly.

Estrogen withdrawal and HFHC diets concomitantly stimulated hepatic steatosis

The first aim of the present study was to investigate the synergic action of dietary
lipids and cholesterol (HFHC diets) under an estrogen deficiency state on the
development of hepatic steatosis. We report that liver TAG was higher by 37 to 78 % in
all Ovx compared to Sham rats fed corresponding diets. More importantly, highest liver
TAG levels were measured in Ovx animals fed HFHC diets reaching up to 270 % of level
measured in Sham-SD animals. The propensity of Ovx rats to accumulate liver TAG has
been well characterized "> '), Several mechanisms have been identified as contributing

(26)

to Ovx-induced hepatic steatosis, including a decrease in liver lipid oxidation a

decrease in VLDL-TAG secretion ', and an increase in lipogenesis de novo @n,
Notwithstanding these mechanisms, massive accumulation of liver TAG in Ovx rats fed
HFHC diets may also result from diets themselves as a result of increased lipids arrival to
the liver. Accordingly, liver TAG accumulation was largely increased by HFHC diets in
Sham as well as in Ovx animals. In this sense, HFHC diets and Ovx simultaneously
stimulated liver TAG accumulation thus generating a massive accumulation.
Estrogen withdrawal and HFHC diets concomitantly repressed VLDL assembly related
enzymes

In search of an additional explanation for the severity of hepatic steatosis
observed in Ovx rats fed HFHC diets we looked at molecular changes in enzymes
involved in several steps of VLDL assembly and secretion. We observed that Ovx
compared to Sham animals present substantially lower gene expressions of ACAT-2 and
DGAT-2 enzymes involved in the synthesis of CE and TAG, respectively, components of
VLDL lipid core “**”. In addition, MTP gene expression, a determinant enzyme
interacting with the N-terminus of apoB allowing initial lipid transfer into nascent VLDL

particles, was lower in Ovx compared to Sham animals ©*. Finally, Cideb, a molecule
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recently identified as implicated in VLDL lipidation, and Sarl GTPase, involved in
VLDL transfer from endoplasmic reticulum to the Golgi apparatus were also both lower
in Ovx compared to Sham animals. Collectively, these results are consistent with the
interpretation that VLDL assembly is disrupted following estrogen withdrawal.

Besides estrogens withdrawal, it appears that HFHC feeding also disrupted VLDL
assembly and secretion. MTP gene expression measured in all HFHC fed animals was
decreased to levels as low as 31 % of levels reported in Sham-SD animals (Fig 3a).
Similar decreases in MTP gene expression upon HFHC diets have been previously

(19 and others !V

reported by us . In addition, we found that plasma TAG levels were
largely reduced in Sham and Ovx rats fed the HFHC diets. Since liver provides the major
source of plasma TAG under fasted state, it has been reported that fasted plasma TAG
level can be considered as an indirect marker for hepatic VLDL production ©V.
Therefore, lower levels of fasted plasma TAG found in Sham and Ovx HFHC-fed
animals further supports the possibility that HFHC feeding impairs liver VLDL secretion.
Taken together, the present results suggest that impaired VLDL production contributes to
hepatic lipid accumulation in Ovx animals as well as in all animals fed HFHC diets.
Moreover, disruption of VLDL production is a mechanism that may explain the high liver
TAG accumulation found in Ovx fed HFHC diets compared to all other groups.

Estrogen withdrawal and HFHC diets concomitantly stimulated hepatic cholesterol
accumulation

Liver TC content was not changed in Ovx compared to Sham rats under the present SD
and HF diets conditions. Similar findings have been previously reported > 'Y, However
an increase in liver TC content in Ovx rats fed a HF diet was recently reported by our

19 In the present study, liver TC accumulated in both Ovx and Sham rats

group
following the HFHC diets and to a larger extent in Ovx than in Sham rats, indicating a
synergistic action of these two interventions (Fig 1b). Liver TC accumulated in these
animals in spite of the fact that cholesterol synthesis, as seen from HMG-CoAr, was
decreased in Ovx rats and by the HFHC diets in Sham animals. An increase in TC
content in liver of Ovx rats has been associated with a reduction in the transcripts of the
transcription factor SREBP2 and its target gene LDLr %%, Accordingly, SREBP2 and
LDLr mRNA levels were decreased following Ovx and the HFHC diets in the present
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study. A decrease in liver LDLr may explain the increase in plasma TC in Ovx animals
under the present SD and HF diet conditions. On the other hand, the higher liver
cholesterol levels found in Ovx compared to Sham rats fed HFHC diets might be related,
as mentioned above, to a reduction in VLDL synthesis and secretion. An additional
plausible explanation for hepatic cholesterol accumulation in Ovx animal fed HFHC diet
is a decreased biliary acid synthesis and excretion. This view is supported by the
observation that animals fed the HFHC diets had lower gene expression of FXR, the
regulator of hepatic bile acid metabolism, and its target gene CYP8BI1. The specific role
of hepatic FXR is to initiate expression of a complete gene network involved in bile acids
synthesis and excretion in order to prevent bile acids hepatotoxicity. Since bile acids are
synthesized from cholesterol in hepatocytes, bile acid synthesis is also an important
pathway to remove cholesterol from the liver ®*. Furthermore, bile acids secretion exerts
the driving force for biliary cholesterol excretion, another pathway for liver cholesterol
output ®>*®. The role of bile acids on liver lipids and cholesterol metabolism has been
enlightened by the generation of FXR null mice, which depicted massive accumulation of
TAG and cholesterol within hepatocytes ©”. Dietary interventions, such as HFHC diets,

have also been reported to repress hepatic FXR gene expression % 'V,

The present
decrease in FXR and CYP8Blgene expression in Ovx animals and with the HFHC diets
may thus be taking as an indication that bile acid metabolism may be reduced and in turn
favours cholesterol accumulation in liver.

Disruption in bile acids metabolism might also be involved in the higher TC
accumulation found in livers of Ovx compared to Sham animals. Estrogen withdrawal
suppressed transcription factors FXR and LXR as well as CYP8B1 and BSEP gene
expressions, enzymes involved in bile acid synthesis and excretion, respectively. In line
with these results, Czerny et al. found a significant decrease of total bile production in
Ovx rats “**” thus supporting the hypothesis that biliary metabolic pathways are
disrupted upon estrogen withdrawal. Since disrupted biliary metabolic pathways restrain
hepatic cholesterol output, repression of key enzymes involved in bile acids excretion by

estrogen withdrawal as well as by HFHC is consistent with the massive accumulation of

liver TC in Ovx animals fed HFHC diets.
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Ovx and HFHC diets differently affected plasma lipid profile

Several changes in plasma lipid profile were reported in Ovx rats, these responses
being largely affected by the dietary interventions. As previously reported “V, Ovx
animals had significantly higher plasma TC and LDL-C than Sham animals under the SD
diet. Unexpectedly, this difference between Ovx and Sham animals was entirely
abolished under HF and HFHC diets. An intriguing outcome was that under HFHC diets
the difference between Ovx and Sham rats on plasma cholesterol was even reversed with
higher levels in Sham tan in Ovx animals. Given that these lower plasma cholesterol
levels in Ovx rats under HFHC diets are accompanied by higher liver TC levels, one may
deduced that estrogen withdrawal impaired cholesterol mobilization from the liver.

An intriguing feature in plasma lipid profile of Ovx animals is the higher plasma
HDL-C levels found in all dietary conditions (Fig. 2c). There are several plausible
explanations for these results. An increase in plasma HDL-C levels in Ovx animals could
be a consequence of increased HDL biogenesis and would constitute one of the defending
mechanisms to counteract hypercholesterolemia by favouring reverse cholesterol
transport. It is also possible that estrogen withdrawal might have impaired HDL-C
catabolism by the liver thus resulting in HDL-C accumulation. This hypothesis is
supported by in vitro experiments in which estrogen treatment (E2) increased by up to
10-fold apoE liaison to hepatocytes, an important step for hepatic HDL-C internalization
by LDLr, an alternative pathway to scavenger receptor B-I (SR-BI) “?. Finally, an
increase in HDL-C levels could be the result of a decrease in steroidogenesis by ovaries.
This interpretation is supported by the demonstration that HDL-C molecules are the
major suppliers of cholesterol for estrogen synthesis “?. In this context, ovaries removal
would have reduced cholesterol utilization from HDL-C that subsequently resulted in
their accumulation in the plasma compartment.

In summary, results of the study indicate that HFHC diets and Ovx concomitantly
stimulated hepatic lipid and cholesterol accumulation. Changes observed in VLDL
assembly and bile acids regulation key molecules suggest that HFHC diet and estrogens
withdrawal both affect hepatic lipid retention through a decrease in VLDL assembly and

in bile acid synthesis.

145



Financial support

This work was supported by grants from the Natural Sciences and Engineering Research
Council of Canada (NSERC; 7594) and from the Canadian Institutes of Health Research
(CIHR; T 0602 145.02).

Conflict of interest

The authors declare that they have no conflict of interest.

Authorship

This work was performed at the University of Montreal. IC (conception, design,
acquisition of data), NAC. (Acquisition of data) JML (conception, design). All authors
contributed to data interpretation and drafting/revising the article for important

intellectual content. All authors approved the final version to be published

146



References

1. Subramanian S, Goodspeed L, Wang S et al. (2011) Dietary cholesterol exacerbates
hepatic steatosis and inflammation in obese LDL receptor-deficient mice. J Lipid Res
52,1626-1635.

2. Combhair TM, Garcia Caraballo SC, Dejong CH et al. (2011) Dietary cholesterol,
female gender and n-3 fatty acid deficiency are more important factors in the
development of non-alcoholic fatty liver disease than the saturation index of the fat.
Nutr Metab (Lond) 8,4.

3. Dimitrova-Shumkovska J, Veenman L, Ristoski T ef al. (2010) Chronic high fat, high
cholesterol supplementation decreases 18 kDa Translocator Protein binding capacity
in association with increased oxidative stress in rat liver and aorta. Food Chem
Toxicol 48, 910-921.

4. Kainuma M, Fujimoto M, Sekiya N et al. (2006) Cholesterol-fed rabbit as a unique
model of nonalcoholic, nonobese, non-insulin-resistant fatty liver disease with
characteristic fibrosis. J Gastroenterol 41, 971-980.

5. Treguier M, Briand F, Boubacar A et al. (2011) Diet-induced dyslipidemia impairs
reverse cholesterol transport in hamsters. Eur J Clin Invest 41, 921-928.

6. Fungwe TV, Fox JE, Cagen LM et al. (1994) Stimulation of fatty acid biosynthesis
by dietary cholesterol and of cholesterol synthesis by dietary fatty acid. J Lipid Res
35,311-318.

7. Kamisako T, Ogawa H & Yamamoto K (2007) Effect of cholesterol, cholic acid and
cholestyramine administration on the intestinal mRNA expressions related to
cholesterol and bile acid metabolism in the rat. J Gastroenterol Hepatol 22, 1832-
1837.

8. Matsuzawa N, Takamura T, Kurita S ef al. (2007) Lipid-induced oxidative stress
causes steatohepatitis in mice fed an atherogenic diet. Hepatology 46, 1392-1403.

9. Zheng S, Hoos L, Cook J et al. (2008) Ezetimibe improves high fat and cholesterol
diet-induced non-alcoholic fatty liver disease in mice. Eur J Pharmacol, 584, 118-

124.

147



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Cote I, Ngo Sock ET, Levy E ef al. (2012) An atherogenic diet decreases liver FXR
gene expression and causes severe hepatic steatosis and hepatic cholesterol
accumulation: effect of endurance training. Eur J Nutr 52, 1523-1532.

Savard C, Tartaglione EV, Kuver R et al. (2012) Synergistic interaction of dietary
cholesterol and dietary fat in inducing experimental steatohepatitis. Hepatology 57,
81-92.

Kato M, Ogawa H, Kishida T et al. (2009) The mechanism of the cholesterol-
lowering effect of water-insoluble fish protein in ovariectomised rats. Br J Nutr 102,
816-824.

Ngo Sock ET, Cote I, Mentor JS et al. (2013): Ovariectomy Stimulates Hepatic Fat
and Cholesterol Accumulation in High-fat Diet-fed Rats. Horm Metab Res 45, 283-
290.

Kamada Y, Kiso S, Yoshida Y et al (2011) Estrogen deficiency worsens
steatohepatitis in mice fed high-fat and high-cholesterol diet. 4m J Physiol
Gastrointest Liver Physio 301, 1031-1043.

Barsalani R, Chapados NA & Lavoie JM (2010) Hepatic VLDL-TG production and
MTP gene expression are decreased in ovariectomized rats: effects of exercise
training. Horm Metab Res 42, 860-867.

Cote I, Yasari S, Pighon A et al. (2012) Liver fat accumulation may be dissociated
from adiposity gain in ovariectomized rats. Climacteric 15, 594-601.

Lemieux C, Gelinas Y, Lalonde J et al. (2005) Hypolipidemic action of the SERM
acolbifene is associated with decreased liver MTP and increased SR-BI and LDL
receptors. J Lipid Res 46, 1285-1294.

Alger HM, Brown JM, Sawyer JK et al. (2010) Inhibition of acyl-coenzyme
A:cholesterol acyltransferase 2 (ACAT2) prevents dietary cholesterol-associated
steatosis by enhancing hepatic triglyceride mobilization. J Biol Chem 285, 14267-
14274.

Cianflone KM, Yasruel Z, Rodriguez MA et al.(1990) Regulation of apoB secretion
from HepG2 cells: evidence for a critical role for cholesteryl ester synthesis in the

response to a fatty acid challenge. J Lipid Res 31, 2045-2055.

148



20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Kong B, Luyendyk JP, Tawfik O et al. (2009) Farnesoid X receptor deficiency
induces nonalcoholic steatohepatitis in low-density lipoprotein receptor-knockout
mice fed a high-fat diet. J Pharmacol Exp Ther 328, 116-122.

Gabbi C, Bertolotti M, Anzivino C et al. (2012) Effects of bile duct ligation and
cholic acid treatment on fatty liver in two rat models of non-alcoholic fatty liver
disease. Dig Liver Dis 44, 1018-1026.

Russell DW (2003) The enzymes, regulation, and genetics of bile acid synthesis.
Annu Rev Biochem 72, 137-174.

Alrefai WA & Gill RK (2007) Bile acid transporters: structure, function, regulation
and pathophysiological implications. Pharm Res 24,1803-1823.

Robertson MC, Owens RE, Klindt J et al. (1984) Ovariectomy leads to a rapid
increase in rat placental lactogen secretion. Endocrinology 114,1805-1811.

Folch J, Lees M & Sloane Stanley GH (1957) A simple method for the isolation and
purification of total lipides from animal tissues. J Biol Chem 226, 497-509.

Paquette A, Chapados NA, Bergeron R et al. (2009) Fatty acid oxidation is decreased
in the liver of ovariectomized rats. Horm Metab Res 41, 511-515.

Paquette A, Wang D, Jankowski M et al. (2008) Effects of ovariectomy on PPAR
alpha, SREBP-1c, and SCD-1 gene expression in the rat liver. Menopause 15, 1169-
1175.

Willner EL, Tow B, Buhman KK et al. (2003) Deficiency of acyl CoA:cholesterol
acyltransferase 2 prevents atherosclerosis in apolipoprotein E-deficient mice. Proc
Natl Acad Sci U S A 100, 1262-1267.

Liu Y, Millar JS, Cromley DA et al. (2008) Knockdown of acyl-CoA:diacylglycerol
acyltransferase 2 with antisense oligonucleotide reduces VLDL TG and ApoB
secretion in mice. Biochim Biophys Acta 1781, 97-104.

Hussain MM, Bakillah A, Nayak N et al. (1998) Amino acids 430-570 in
apolipoprotein B are critical for its binding to microsomal triglyceride transfer
protein. J Biol Chem 273, 25612-25615.

Bjorkegren J, Karpe F, Milne RW et al. (1998) Differences in apolipoprotein and

lipid composition between human chylomicron remnants and very low density

149



32

33.

34.

3S.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

lipoproteins isolated from fasting and postprandial plasma. J Lipid Res 39, 1412-
1420.

.Ngo Sock ET, Chapados NA, & Lavoie J-M (2014) LDL receptor and Pcsk9

transcripts are decreased in liver of ovariectomized rats: effects of exercise training.
Horm Metab Res In revision.
Ge XZ, Tian PF, Lin Q et al (2006) The influence of soybean isoflavone on
expression of low density lipoprotein receptor (LDLR) mRNA in ovariectomized rats.
Zhong Tao Cai 29: 349-351.
Vlahcevic ZR (1996) Regulation of cholesterol 7 alpha-hydroxylase by different
effectors. Ital J Gastroenterol 28, 337-339.
Oude Elferink RP, Paulusma CC & Groen AK (2006) Hepatocanalicular transport
defects: pathophysiologic mechanisms of rare diseases. Gastroenterology 130, 908-
925.
Oude Elferink RP & Groen AK (2000) Mechanisms of biliary lipid secretion and
their role in lipid homeostasis. Semin Liver Dis 20, 293-305.
Sinal CJ, Tohkin M, Miyata M et al. (2000) Targeted disruption of the nuclear
receptor FXR/BAR impairs bile acid and lipid homeostasis. Cell 102, 731-744.
Czerny B, Teister M, Juzyszyn Z et al. (2011) The effect of retinoic acid receptor
agonist acitretin on the production of bile and concentrations of some serum
components in ovariectomized rats. Menopause 18, 213-218.
Czerny B, Teister M, Juzyszyn Z et al. (2006) Effect of tamoxifen and raloxifene on
the conjugation of bile acids with taurine and glycine in ovariectomized rats.
Pharmacol Rep 58, 435-438.
Czerny B, Teister M, Juzyszyn Z et al. (2005) Effect of tibolone on turnover of
cholesterol to bile acids in ovariectomized rats. Menopause 12, 609-612.
Lucas EA, Mahajan SS, Soung do Y et al. (2011) Flaxseed but not flaxseed oil
prevented the rise in serum cholesterol due to ovariectomy in the Golden Syrian
hamsters. J Med Food 14, 261-267.
Windler EE, Kovanen PT, Chao YS et al. (1980) The estradiol-stimulated lipoprotein
receptor of rat liver. A binding site that membrane mediates the uptake of rat
lipoproteins containing apoproteins B and E. J Biol Chem 255, 10464-10471.

150



43. Andersen JM & Dietschy JM (1978) Relative importance of high and low density
lipoproteins in the regulation of cholesterol synthesis in the adrenal gland, ovary, and

testis of the rat. J Biol Chem 253, 9024-9032.

151



Figure legends

Figure 1. Liver TAG (A), TC (B), plasma TAG (C) and TC (D) levels in sham-operated
(Sham) or Ovariectomized (Ovx) rats fed a standard (SD) diet, high fat diet (HF), high fat
+ 0.25% cholesterol (HFHC (0.25%)) or high fat + 0.5% cholesterol (HFHC (0.5%)).
Values are mean + SEM * Significantly different from the Sham (P < 0.05), **(P <
0.01), *** (P < 0.001); 1 Significantly different from SD diet (P < 0.05), 7 (P <
0.01), T11 (P < 0.001).

Figure 2. Very low density lipoprotein cholesterol (VLDL-C) (A), LDL-C (B) and HDL-
C (C) in sham-operated (Sham) or Ovariectomized (Ovx) rats fed a standard (SD) diet,
high fat diet (HF), high fat + 0.25% cholesterol (HFHC (0.25%)) or high fat + 0.5%
cholesterol (HFHC (0.5%)). Values are mean = SEM * Significantly different from the
Sham (P < 0.05), **(P < 0.01), *** (P < 0.001); T Significantly different from SD diet
(P<0.05, 1P <0.01), 11 (P <0.001]).

Figure 3. Hepatic gene expression of microsomal triglyceride transfer protein
(MTP) (A), diacylglycerol acyl transferase-2 (DGAT-2) (B), apolipoprotein B-100
(apoB-100) (C), acyl-coA cholesterol acyl transferase-2 (ACAT-2) (D), small GTP-
binding protein a (Sarla) (E), and cell death-inducing like-effector type B (Cideb) (F) in
sham-operated (Sham) or Ovariectomized (Ovx) rats fed a standard (SD) diet, high fat
diet (HF), high fat + 0.25% cholesterol (HFHC (0.25%)) or high fat + 0.5% cholesterol
(HFHC (0.5%)). Values are mean £ SEM * Significantly different from the Sham
(P <0.05), **(P < 0.01), *** (P < 0.001); T Significantly different from SD diet (P <
0.05), 11 (P <0.01), t11 (P < 0.001).

Figure 4. Hepatic gene expression of farnesoid X receptor (FXR) (A), liver X receptor

(LXR) (B), sterol 12-alpha-hydroxylase (Cyp8b1) (C), bile salt export pump (BSEP) (D),

ATP-cassette binding protein G5 and G8 (ABCG5/G8) (E) and (F) in sham-operated

(Sham) or Ovariectomized (Ovx) rats fed a standard (SD) diet, high fat diet (HF), high fat

+ 0.25% cholesterol (HFHC (0.25%)) or high fat + 0.5% cholesterol (HFHC (0.5%)).
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Values are mean £ SEM * Significantly different from the Sham (P < 0.05), **(P <
0.01), ***(P < 0.001); 1 Significantly different from SD diet (P < 0.05),
1 (P <0.01), t7F (P <0.001).

Figure 5. Hepatic sterol regulatory element binding protein-2 (SREBP-2) (A), low
density lipoprotein receptor (LDLr) (B), and hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductase
(HMG-CoA r) (C) in sham-operated (Sham) or Ovariectomized (Ovx) rats fed a standard
(SD) diet, high fat diet (HF), high fat + 0.25% cholesterol (HFHC (0.25%)) or high fat +
0.5% cholesterol (HFHC (0.5%)). Values are mean = SEM *** Significantly different
from the Sham (P < 0.001), T Significantly different from SD diet (P < 0.05), 11 (P <
0.01), T11 (P < 0.001).
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Table 1. Diet description

Standard High fat High fat + Chol High fat + Chol
D12450] D01021204 (0.25%) (0.50%)
D01021203 D01021202G
% (g/kg)
Protein 19 23 23 23
Carbohydrate | 67 46 46 46
Fat 4 20 20 20
Casein, 80 | 200 200 200 200
Mesh
L-Cystine 3 3 3 3
Corn starch 550 98.2 98.2 98.2
Maltodextrin 150 100 100 100
10
Sucrose 0 198.2 198.2 198.2
Cellulose, 50 50 50 50
BW200
Soybean oil 25 25 25 25
Lard 20 155 155 155
Mineral mix | 10 10 10 10
S10026
DiCalcium 13 13 13 13
Phosphate
Calcium 5.5 5.5 5.5 5.5
carbonate
Potassium 16.5 16.5 16.5 16.5
citrate, 1 H20
Vitamin Mix | 10 10 10 10
V10001
Choline 2 2 2 2
Bitartrate
Cholesterol 0 0 2.2 4.43
USP
Kcal/g 3.85 4.58 4.57 4.55
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Table 2. Real time PCR primer sequences

Gene Oligo FWD Oligo REV

ABCGS cggagagttggtgttctgtg caccgatgtcaagtccatgt
ABCGS cagatgctggctatcataggg ctgatttcatcttgccacca
ACAT-2 gtaccctggecatcgactt ctgtccgaagctgaagagga
apoB gatggagatgggagatgaggt gggctectcatcaacaagag
BSEP cggtggctgagagatcaaat tgcgatagtggtggagaaca
Cideb gctccaatggectgetaag ttatgatcacagacacggaagg
Cyp8bl ctgtttctgggccctect ctctcgeacagccttcate
DGAT-2 aggatctgecctgtecacg gtcttggagggoccgagag
FXR ccacgaccaagctatgcag tctetgtttgctgtatgagteca
HMG-CoAr caaccttctacctcagcaage acagtgccacacacaattcg
LDLr tgctactggccaaggacat ctgggtggtcggtacagtg
LXR agggctccaggaagagatgt caactccgttgcagagtcag
Mtp gcgagtctaaaaccegagtg cactgtgatgtcgetggttatt
Sarla gggcaaaccacaggaaag cactgcacatgaacacttcca
SREBP-2 gtgcagacagtcgctacacc aatctgaggctgaaccagga
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Table 3. Anthropometric parameters and food intake

Final
bodyweight
(8)

Intra-
Abdominal
fat pads
weight (g)

Subcutaneou
s fat pad (g)

Food intake
(kcal/day)

Uterus (g)

87.1 + #**

0.63 £0.05 0.14 +0.01

HF

Sham
350 +17

334 +5.1

5.1 £0.7

80.5 +4.7

0.68 £0.11

HFHC (0.25%)
Ovx Sham Ovx
402 +12 | 346 +£9 419 +10
wxk EE T

377 £ 43 297 £2.8 34.6 £2.6
ok kK
7.8 £0.9* 5 £0.5 7.4 £0.6*

92 +4.2 *** 821 £2.6 95.6 +4.2

koksk

0.14 +0.02 041 +£0.02 0.12 +0.01

sk sk

HFHC (0.5%)

Sham
370 £ 14 1%

31 £5.1

4.9 +0.9

87.9 +5 %

0.52 £0.07

Ovx
444  +

37.4
3 Gk

7.5 £1*
102.6
44 TR

0.11
0.01**

17

+

+

Values are mean + SEM * Significantly different from the Sham (P < 0.05), **(P < 0.01), *** (P < 0.001); T Significantly different
from SD diet (P < 0.05), 1 (P <0.01), 71T (P < 0.001). Sham: sham-operated; Ovx: ovariectomized; SD: standard diet; HF: high

fat diet; HFHC: HF high cholesterol diet.
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Chapitre 5 : Discussion générale et conclusion

Un faisceau d’arguments décrits dans cette thése plaide en faveur d’un effet
bénéfique des estrogenes sur le risque cardiovasculaire, spécifiquement en raison de leurs
effets antiathérogenes et antistéatotiques. La perte des fonctions ovariennes retire donc
tous ces bénéfices cardiovasculaires féminins, notamment par la dysrégulation du
métabolisme du cholestérol, ce qui affecte a la fois la cholestérolémie et les lipides
hépatiques. Cette theése visait a exposer les mécanismes d’action du retrait des estrogeénes
sur les voies métaboliques et de régulation du cholestérol pouvant contribuer au
développement d’une stéatose. Dans cette perspective, une revue de littérature
systématique de I’effet de la présence ou de 1’absence des estrogeénes sur les voies de
régulation du métabolisme du cholestérol a permis de situer les actions connues des
estrogénes sur ces voies. Pour explorer d’autres mécanismes sous-jacents, nos travaux ont
d’abord été consacrés a la stéatose induite par I’Ovx, un modele animal bien établi de la
ménopause. Au cours de la premiére étude, nous rapportions que les rates Ovx
présentaient des niveaux significativement réduits de I’expression génique de la MTP
hépatique, une enzyme essentielle et déterminante de la sécrétion de VLDL. En vue de
mieux comprendre la relation entre le métabolisme du cholestérol et les lipides
hépatiques, nous avons effectué notre deuxieme étude chez les rates soumises a une diéte
riche en lipides et en cholestérol (HFHC). Enfin, pour exposer les effets précis du retrait
des estrogenes sur les voies métaboliques du cholestérol et leur lien avec I’accumulation
des lipides hépatiques, nous avons combiné ces deux interventions. Considérant le trés
faible nombre d’études expérimentales portant sur le retrait des estrogénes chez des sujets
confrontés a une perturbation du métabolisme du cholestérol par une diete HFHC sur
I’accumulation de lipides au foie, nous estimons que ces travaux ont contribué a
I’avancement des connaissances dans ce domaine. De plus, ces études ont permis
d’identifier au moins deux mécanismes contribuant a I’accumulation de lipides et de
cholestérol hépatiques dans les modeles utilisés, soit la diminution de 1’assemblage du
VLDL et la diminution de I’excrétion hépatique d’AB. Au-dela de ces observations, ces
travaux sont d’autant plus importants que des évidences moléculaires remettent en
question I’usage de thérapies couramment employées telles les statines.
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Dans la premicre étude, nous avons démontré que, dans un contexte de déficit
estrogénique, 1’adiposité et les lipides hépatiques sont des variables pouvant é&tre
dissociées. Cette ¢tude démontrait que 1’absence de gain d’adiposité chez les animaux
Ovx ne prévenait pas I’accumulation de triglycérides hépatiques. Cette observation est
basée sur deux séries d’expériences effectuées chez des rates Ovx qui ont été comparées
aux rates d’un groupe controle (Sham). Des analyses statistiques indépendantes de la
premicere et de la seconde expérience rapportent une différence significative entre les
niveaux de lipides hépatiques de tous les groupes de rates Ovx alors que certaines des
rates Ovx furent résistantes au gain d’adiposité (groupe Ovx-R; Chapitre 2, Fig. 1). En
dépit d’une différence significative des niveaux d’adiposité abdominale entre les rates
Ovx-R et les rates Ovx-P, les données issues de la premicre expérience ne dévoilent
aucune différence entre ces deux groupes. Cependant, dans la deuxiéme expérience, les
rates sujettes au gain d’adiposité (Ovx-P) accumulaient significativement plus de lipides
hépatiques que les rates Ovx-R, ce qui suggere qu’il existe une certaine relation entres
ces variables. Pour déterminer 1’importance de cette différence entre les Ovx-R et Ovx-P
de I’expérience 2, des analyses statistiques supplémentaires ont été effectuées. En effet,
des tests de Pearson a partir des données issues chaque expérience démontrent un faible
niveau de corrélation (» < 0.5) entre les niveaux d’adiposité abdominale et les lipides
hépatiques chez toutes les rates Ovx. Dans la premicre et la deuxiéme expérience, le

coefficient de corrélation fut de 0,4276 et 0,4339, respectivement (Figure 28).
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Figure 28 : Analyses de corrélation entre les niveaux d’adiposité abdominale et les
niveaux de lipides hépatiques chez les rates ovariectomisées résistantes au gain
d’adiposité (Ovx-R) et sujettes au gain d’adiposité (Ovx-P) a partir des données issues de

I’expérience 1 (A) et de I’expérience 2 (B) de I’article original du chapitre 2.

Méme si les niveaux d’adiposité abdominale et de lipides hépatiques peuvent étre
deux variables dissociées, certains marqueurs moléculaires pourraient expliquer pourquoi
certains animaux sont davantage sujets a [’obésit¢ dans le contexte du déficit
estrogénique. Par exemple, les niveaux d’expression génique au foie de la steroyl--CoA

desaturase (SCD-1), une enzyme lipogénique catalysant la synthése d’acides gras
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monoinsaturés, sont plus élevés chez les rates Ovx-P que chez les Ovx-R et les Sham.
Une synthése accrue d’acides gras monoinsaturés dans les hépatocyte pourrait favoriser
leur distribution vers la périphérie puisqu’ils sont les types d’acides gras
préférentiellement stocké dans le tissu adipeux. Est-il possible que les animaux Ovx-P
produisent de plus grosses particules de VLDL qui seraient efficacement mis en réserve
dans le tissu adipeux? D’autres données issues de nos travaux sont, toutefois, en défaveur
de cette hypothése. En effet, nous avons démontré que le déficit estrogénique réduit
substantiellement 1’expression génique d’enzymes relatives a 1’assemblage et a la
sécrétion des VLDL ainsi que le flux de production de VLDL-TG par le foie [4]. La
grande variabilit¢ au gain d’adiposité s’expliquerait-elle plutot par des facteurs
périphériques? Méme si nous n’avons pas mesuré¢ l’expression génique d’enzyme
lipogéniques dans le tissu adipeux, cette possibilité est appuyée par les travaux d’autres
chercheurs. Comparablement a notre mod¢le chez la rate Ovx, Cedernaes et ses collegues
ont soumis un groupe de rats sprague dawley a une diéte enrichie de lipides, lesquelles
furent plus ou moins sensibles au gain d’adiposité [317]. Apres avoir classifié les rates
« résistante » ou « sujettes » a [’obésité, cette équipe de chercheurs a quantifié différents
types d’acides gras dans le tissu adipeux, dont le produit de SCD-1, [’acide
palmitoléique. De maniére intéressante, le tissu adipeux des rates sujettes a 1’obésité avait
une proportion supérieure d’acide palmitoléique par rapport aux autres types d’acides
gras, suggérant une plus grande action de cette enzyme. Mais existe-t-il un lien entre
I’activité et I’expression de la SCD-1 hépatique et adipocytaire? D’apres les expériences
de I’équipe de Hu et ses collaborateurs, des souris sujettes au gain d’aposité lorsque
soumises a une dicte riche en lipides ont un niveau d’expression génique supérieur de la

SCD-1 dans le foie que celui des souris résistantes a 1’obésité [318].

Ces résultats ont stimulé notre intérét pour le métabolisme des lipoprotéines et
nous ont incités a nous documenter davantage sur cet aspect. En remarquant les liens
étroits entre le métabolisme du cholestérol et celui des lipides hépatiques, nous avons

porté notre attention sur I’implication des voies régulatrices du métabolisme et du
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transport du cholestérol sur la stéatose hépatique. Dans la deuxieme étude, des rates
furent nourries d’une di¢te HFHC, aussi appelée diete athérogene (AD), un modele
diététique récemment établi pour le développement de la stéatose [319]. De maniere
similaire aux effets de ’Ovx rapportés dans la premicre étude, les rates soumises a la
diete AD présentaient une stéatose ainsi qu'une diminution significative de I’expression
génique de la MTP, I'une des enzymes déterminantes de 1’assemblage du VLDL. De
plus, la di¢te AD réduisait drastiquement 1’expression du FXR, le régulateur clé¢ du
métabolisme hépatique des AB. Etant donné la forte concentration de cholestérol
(1,25 %) et la présence d’AB (0,5 % d’acide cholique) dans la diéte utilisée, nous
soupconnions le développement d’une stéatohépatite (inflammation du foie). Comme
I’inflammation en soi est une variable intrinséque affectant les lipides hépatiques, la
présence de molécules inflammatoires a probablement influencé nos résultats.
Considérant cette possibilité, il demeure incertain que les altérations moléculaires
observées soient une cause ou une conséquence de la stéatose induite par cette diéte. A
cet égard, les travaux suivants ont ét¢ réalisés sur des animaux nourris de dictes enrichies
avec des niveaux de cholestérol nettement inférieurs a celui de la deuxieéme étude (0,25 %
et 0,5 %, comparés a 1,25 %). Afin d’établir de nouveaux mécanismes d’action du retrait
des estrogénes sur les voies métaboliques du cholestérol pouvant contribuer au
développement d’une stéatose, nous avons combiné ces interventions diététiques a I’Ovx.
Outre la confirmation des effets observés au cours des deux premieres études, ce
protocole expérimental nous permettait ¢galement d’évaluer les effets concomitants de
I’Ovx et de la diete HFHC. De maniére intéressante, ces deux interventions combinées
potentialisaient 1’accumulation de lipides hépatiques, et ce, possiblement a cause d’un
défaut de ’assemblage et de la sécrétion des VLDL. Cette interprétation est appuyée par
des altérations moléculaires d’enzymes relatives a ’assemblage du VLDL, mesurées dans
ce projet (Chapitre 4), ainsi que par les mesures in vivo obtenues par des expériences
préalablement menées dans notre laboratoire [4]. L’un des effets de la dicte HFHC fut de
réprimer 1’expression génique de la MTP. La MTP jouant un role indispensable dans la
synthese et la sécrétion de VLDL [49], cet effet, a lui seul, était suffisant pour perturber
I’ensemble de la voie de production des VLDL chez les animaux nourris a la dicte

HFHC. Puisque le retrait des estrogénes et la dicte HFHC réduisaient conjointement
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I’expression génique de la MTP, les animaux Ovx nourris a la diete HFHC présentaient le
plus faible niveau d’expression de cette enzyme (31 % du niveau des animaux Sham
nourris a la diete SD), ce qui suggere un affaiblissement maximal de la production de
VLDL chez ces rates par rapport a tous les autres groupes d’animaux. Une perturbation
plus prononcée de la sécrétion de VLDL concorde avec le fait que ces animaux
accumulaient les quantités les plus €levées de lipides et de cholestérol au foie que tous les
autres groupes d’animaux de cette é¢tude. Une observation faite au cours de ces travaux
pouvant susciter un important questionnement sur les approches thérapeutiques actuelles
fut la répression génique de 'HMG-CoA r chez les rates Ovx qui, par ailleurs, était
encore plus marquée lorsqu’elles étaient nourries d’une di¢te HFHC. Ainsi, les questions
soulevées sont les suivantes: 1) Si 'HMG-CoA r est diminuée par le retrait des
estrogenes, quelle est 'utilité des statines, des bloqueurs de 'HGM-Co A r, chez les
femmes postménopausées hypercholestérolémiques? 2) Pourquoi les statines sont-elles
parmi les molécules les plus prescrites dans le contrdle de la cholestérolémie chez ces
femmes? 3) La voie de la biosynthése de cholestérol est-elle une cible appropriée pour les
femmes postménopausées hypercholestérolémiques? A la lumiére des données de la
littérature et de celles fournies par les trois études de cette these, 1’'usage des statines ne
serait pas la cible thérapeutique de premier choix. Pourtant, plus du quart de la population
agée de 50 ans et plus est traitée avec une statine [320]. Une récente méta-analyse des
plus importants essais cliniques controlés indique la prise réguliere de statines augmente
de 9 % les risques de développer un diabéte de type II et des risques peuvent s’élever
jusqu’a 12 % lorsque la thérapie est plus agressive [320]. Malgré cela, les cliniciens
recommendent encore 1’usage des statines en stipulant que les bénéfices d’une réduction
importante des incidents cardiovasculaires I’emportent sur les risques de développer un
diabete de type II. Certes, aupres de la population générale, «I’ére des statines»
camouffle [D’existence et [I’'importance des autres traitements pour contrer
I’hypercholestérolémie. Par exemple, il convient d’introduire un programme d’exercice
régulier avec une intervention diététique. Ce type d’intervention induit une baisse
supplémentaire des niveaux de LDL-C aux thérapies pharmacologiques. De plus, les

approches non pharmacologiques sont susceptibles de fournir un bénéfice qui s’étend au-

167



dela de la baisse des LDL-C. Ces approches ont un impact sur 1’ensemble du

métabolisme des glucides, des lipides, du cholestérol et des acides biliaires.

L’ensemble des résultats des trois études de cette theése renforce le concept selon
lequel le déficit estrogénique exacerbe la stéatose hépatique induite par une
surconsommation modérée et chronique d’aliments athérogenes. Cette notion souligne
I’importance d’adopter ou de conserver de saines habitudes de vie au moment de 1’arrivée
de la ménopause. Considérant que la chute hormonale modifie les comportements
alimentaires, notamment en stimulant I’appétit et le gotit pour les aliments salés et sucrés
(aussi sources de lipides et de cholestérol), les données de cette étude contribuent a
sensibiliser les femmes a adopter ou a conserver de saines habitudes de vie lors de la
ménopause. Comme mentionné a la partiec 4 de la revue de littérature, la pratique
réguliére d’activité physique pourrait a la fois prévenir, limiter et traiter
I’hypercholestérolémie et la stéatose hépatique induite par le déficit en estrogeénes.
Toutefois, puisqu’un mode de vie actif ne parvient pas totalement a contrecarrer les effets
déléteres d’une alimentation riche en lipides et en cholestérol [321], les femmes
postménopausées doivent impérativement limiter leur consommation d’aliments
athérogenes lorsqu’elles entreprennent un programme d’entrainement afin d’en tirer le
maximum de bénéfices. D’un autre coté, il est a considérer que la restriction calorique
n’est pas primordiale a ’efficacité de la thérapie par ’exercice. En fait, ’adoption d’un
mode de vie actif, et ce, sans restriction calorique, permet la résorption des lipides
hépatiques [276]. Un fait encore plus important est que la substitution d’une dicte
restrictive par |’exercice régulier maintient efficacement la résorption de lipides
hépatiques apres une perte de poids, et ce, méme s’il y a un regain de poids [322]. Malgré
la préconisation des approches combinant I’exercice et la restriction calorique dans la
prise en charge des maladies cardiométaboliques, la difficulté a suivre conjointement ces
deux interventions peut mener a I’abandon complet du programme. Pour cela, il incombe
au personnel médical, aux nutritionnistes ainsi qu’aux kinésiologues de formuler des
recommandations nutritionnelles plus simples aux femmes postménopausées lorsqu’elles
entreprennent un mode de vie actif. Un exemple de recommandation qui accompagnerait
I’introduction d’une pratique d’activité physique régulicre serait de limiter la

consommation d’aliments riches en cholestérol et en acides gras saturés au profit
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d’aliments contenant des acides gras insaturés. De la sorte, ces femmes pourraient se
concentrer davantage sur la constance de leur pratique d’activité physique, ce qui leur
permettrait d’en retirer les bénéfices sans avoir a modifier 'intégralit¢ de leur
alimentation. La simplicit¢é de ces recommandations faciliterait leur conformité au

. . . <1 o . e
programme a long terme, qui est essentielle a I’efficacité thérapeutique de I’activité

physique.

Un autre aspect novateur de cette these fut la démonstration que 1’adiposité peut
étre un facteur dissocié¢ des lipides hépatiques dans les contextes du déficit estrogénique
et de consommation chronique d’aliments athérogénes. Lors de la premicre étude, nous
avons établi un modele selon lequel des rates Ovx étaient résistantes ou sujettes a
I’obésité. De manicre intéressante, nous avons démontré que méme les rates Ovx n’ayant
pas accumulé de gras intra-abdominal étaient toutes aussi enclines a développer une
stéatose que les rates Ovx obéses. Au cours de la deuxiéme étude, un phénomene
similaire a été observé chez les rates nourries a la di¢te athérogeéne. En dépit d’une
absence compléte de gain d’adiposité chez ces animaux, les niveaux de triglycérides et de
cholestérol hépatiques atteignaient respectivement quatre et dix fois les niveaux mesurés
chez les rates nourries a la di¢te standard. Ceci met en valeur I’importance des hormones
femelles et d’une saine alimentation sur le maintien de I’homéostasie des lipides
hépatiques. Par conséquent, le niveau d’adiposité reli¢ au déficit estrogénique ou a de
mauvaises habitudes alimentaires ne correspond pas forcément aux niveaux de lipides et
de cholestérol hépatiques. En outre, un faible gain d’adiposit¢ dans ces conditions
pourrait augmenter la prévalence de la stéatose. Comme le tissu adipeux exerce une
fonction indirecte primordiale sur I’homéostasie des lipides hépatiques, sa dysfonction
favorise le stockage des lipides dans les tissus ectopiques. Il a ét¢ démontré que les sujets
souffrant d’une lipodystrophie, dystrophie du tissu graisseux, accumulent une quantité
massive de lipides au foie [323]. Il est donc possible que la stéatose chez les sujets
résistants au gain d’adiposité aprés D’arrivée de la ménopause ou lors d’une
surconsommation chronique de lipides et de cholestérol ne soit qu'une complication d’un

déficit ou d’une dysfonction des cellules adipeuses.
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Limites des études

Les modeles du retrait des estrogénes

Les différences du profil lipidique et du risque de mortalit¢é par accident
cardiovasculaire entre les hommes et les femmes ont suscit¢ un intérét scientifique
important pour I’étude des effets des estrogenes. De ce fait, divers modeles ont été établis
afin d’évaluer I’impact biologique de la présence ou de 1’absence des estrogénes. Parmi
ceux-ci, 1’ovariectomie est un modele expérimental animal couramment utilisé afin
d’évaluer I’effet de I’absence des estrogénes sur des fonctions spécifiques de 1’organisme
difficiles, voire impossibles, a ¢évaluer chez 1’humain. Puisque les conditions
expérimentales peuvent étre bien contrdlées, le retrait des ovaires chez 1’animal est un
moyen efficace pour évaluer les conséquences du déficit en estrogénes sur une multitude
de variables spécifiques. Cette possibilité d’isoler les variables par le modele Ovx a
largement contribu¢ a I’avancement des connaissances au regard des voies métaboliques
du cholestérol et des lipides hépatiques. Cependant, sur le plan du métabolisme du
cholestérol, 1’Ovx comprend quelques biais. En premier lieu, cette intervention
chirurgicale provoque une chute radicale des niveaux d’estrogenes, ce qui ne survient pas
chez I’humain a moins d’une hystérectomie. La diminution brusque du taux circulant
d’estrogeénes entraine des modifications qui ne seraient pas forcément observées si cette
diminution avait ét¢ graduelle. Par exemple, il a été noté une réduction importante de
I’activité et de I’expression de 'HMG-CoA r [213, 239], ’enzyme déterminante de la
biosynthése de cholestérol. Avec I’arrét spontané de la stéroidogenese ovarienne, il n’est
pas étonnant que le foie, le plus grand fournisseur de cholestérol plasmatique, en diminue
la synthése. Ce phénomene est également observé avec 1’hypophysectomie, ou la
diminution de 70 % de [Dactivit¢ de I’HMG-CoA r concorde avec larrét de la
stéroidogenese pour la synthése d’hormones posthypophysaires [324]. Il apparait donc
que Dleffet de ’Ovx sur D’expression et I’activit¢ de 'HMG-CoA r semble étre un
mécanisme compensatoire en réponse a la baisse d’utilisation périphérique du cholestérol

pour limiter I’hypercholestérolémie.

Une observation intrigante chez la rate Ovx est 1’augmentation des niveaux

d’HDL-C, un phénoméne qui n’est pourtant pas observé chez la femme postménopausée.
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Certains des ¢éléments de la discussion du troisieme article, présenté au chapitre 4,
permettent d’expliquer ces divergences. Pour un, I’arrét spontané de l’utilisation du
cholestérol contenu dans les HDL-C par les ovaires coincide avec 1’accumulation des
niveaux circulants de HDL-C [43, 44]. D’apres les travaux d’Anderson et ses collégues,
les ovaires utilisent préférentiellement le cholestérol provenant des HDL-C plutét que
celui provenant d’autres lipoprotéines pour synthétiser les stéroides sexuels [325]. Un
deuxiéme ¢lément expliquant les différences entre les niveaux d’HDL-C chez 1’humain et
le rat apres le retrait des estrogeénes est la particularité¢ dans la répartition du cholestérol
dans les différentes lipoprotéines. Alors que le cholestérol plasmatique chez le rat se
trouve en plus grande proportion dans les HDL-C, I’humain, quant a lui, véhicule
davantage le cholestérol au niveau des LDL-C [326]. Considérant ces caractéristiques, il
n’est donc pas surprenant d’observer une accumulation d’HDL-C chez le rat et de LDL-C
chez I’humain lors d’une déficience en estrogénes. Néanmoins, la hausse des HDL-C ou
des LDL-C provoque une hypercholestérolémie. En dépit du rdle cardioprotecteur des
HDL-C, I’accumulation chronique de ces lipoprotéines les rend sujettes a I’oxydation et a
des altérations protéomiques invalidant leur fonction [327]. Ce phénomene de
dysfonction des HDL-C met en évidence le fait que le niveau plasmatique des HDL-C ne
constitue pas un biomarqueur approprié de la santé cardiovasculaire chez le rat.
L’augmentation d’HDL-C est hautement athérogéne chez les rates Ovx puisque I’absence
d’estrogenes retarde leur catabolisme par le foie, ce qui entraine leur accumulation pour
une durée prolongée. Pour contourner ces biais de I’Ovx tout en conservant la possibilité
d’isoler des variables difficiles a évaluer chez 1’humain, certains chercheurs ont étudié
I’effet du déficit en estrogénes chez la rate agée (qui présente une diminution
significative du taux circulant d’estrogénes). Bien que les rates agées perdent
progressivement les fonctions ovariennes comme chez ’humain, 1’age est également une
variable affectant le métabolisme du cholestérol. Entre autres, 1’dge modifie la
morphologie et les fonctions du foie pouvant affecter la biosynthese de cholestérol [328].
D’un autre c6té, I'utilisation d’un modulateur sélectif des récepteurs aux estrogenes
(SERM) semble a priori éviter les biais de 1’age et de I’Ovx. Toutefois, ’utilisation de
SERM pose également un probleme. Puisque le SERM est un inhibiteur des récepteurs

aux estrogenes, il n’affecte pas la production endogene d’hormones sexuelles. Il est

171



possible que le fait de maintenir normalement la synthése d’hormones sexuelles, une voie
qui requiert le cholestérol en provenance des HDL-C, masque plusieurs changements du
métabolisme du cholestérol, se produisant normalement avec la perte des fonctions
ovariennes. Contribuant a prés de 70 % du pool des HDL-C [56], le foie fournit une
grande proportion de cholestérol aux gonades nécessaires a la stéroidogenese [43, 44].
L’utilisation du cholestérol par des gonades étant maintenue, il est donc normal qu’aucun
changement de la biosynthése hépatique de cholestérol ne soit observé avec le SERM
[240]. Tandis qu’aucun de ces modeles mentionnés précédemment ne permet d’établir le
role exact des estrogénes sur la biosynthése de cholestérol, une étude est parvenue a
contourner ces différents biais. A ’aide d’expériences in vitro, Wang et ses collégues ont
démontré qu’il existe une interaction moléculaire directe entre le ERa et le facteur de
transcription SREBP-2 [329]. L’activation du ERoa augmente proportionnellement
I’expression du SREBP-2 et de I’activité des enzymes régulant la biosynthése du
cholestérol, dont ’HMG CoA r. L’existence d’un axe SREBP-2-ERa est un mécanisme
pouvant expliquer concrétement la diminution du facteur SREBP-2 et des enzymes cibles
HMG CoA r et LDLr apres ’Ovx. Dans I’ensemble, et méme s’il comprend certains biais
telle ’accumulation d’HDL-C plasmatiques, I’Ovx s’avére un modele adéquat afin
d’évaluer les effets du retrait des estrogeénes sur les voies intrahépatiques du métabolisme

du cholestérol.

Les modéles HFHC

Le type d’acides gras et la quantité de cholestérol alimentaire sont deux variables
affectant les niveaux plasmatiques et hépatiques de cholestérol. Les études sont
concluantes : les acides gras saturés causent une hypercholestérolémie et une stéatose
hépatique alors que les acides gras polyinsaturé sont hypocholestérolémiants et
antistéatotiques [330-332]. De plus, il est bien établi que la quantité de cholestérol
ingérée a un impact important sur les niveaux de lipides plasmatiques et hépatiques. Deux
¢léments compliquant I’interprétation des données de la littérature sont I’espece étudiée

et la variabilité dans la composition des dictes.
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Les espéces utilisées dans I’étude du métabolisme du cholestérol

L’une des caractéristiques du rat pouvant expliquer certaines des différences
observées en lien avec le métabolisme du cholestérol par rapport aux autres especes est
I’absence de vésicule biliaire (VB). Cet attribut anatomique particulier confeére au rat une
plus grande susceptibilité a la stéatose. Cette susceptibilité est mise en évidence par
I’augmentation significative des lipides hépatiques chez les patients ayant subi une
cholescystectomie (ablation de la VB). Etant la chirurgie abdominale la plus fréquente au
monde, les effets de la cholescystectomie sur les lipides hépatiques ont largement été
étudiés et révisés. Les données d’études épidémiologiques et animales (souris) sont
consistantes et concluantes : 1’ablation de la VB favorise le développement d’une stéatose
hépatique [333-335]. Mais la question qui demeure est : quels sont les mécanismes sous-
jacents aux liens entre 1’absence de VB et la stéatose hépatique? Pour aborder cette
question, il faut examiner 1’ensemble de 1’axe « foie-VB-intestin ». La fonction de la
vésicule biliaire est intégrée dans 1’axe foie-VB-intestin, qui est responsable du maintien
de ’homéostasie des TAG, des acides gras, du cholestérol et des AB dans I’organisme
entier. Précisément, le rdle de la VB est de coordonner les cycles quotidiens des AB avec
la digestion. Au cours de la derniére décennie, plusieurs études ont caractérisé les AB
comme des molécules de signalisation régulant les cycles entérohépatiques [336]. Les
AB régulent plusieurs voies métaboliques hépatiques et systémiques en vertu d’étre les
ligands endogeénes du FXR, un récepteur nucléaire controlant de multiples fonctions
métaboliques et sécrétoires du foie, de I’intestin et d’autres tissus [337]. Dans le circuit
entérohépatique, les AB inhibent leur propre synthése au foie par des mécanismes
dépendants et indépendants du FXR (le FGF15/19). Le FGF15/19 est une hormone
relachée par I’intestin réprimant la synthése d’AB, mais qui posséde également des
fonctions hépatiques similaires a 1’insuline, notamment la stimulation de la synthése de
protéines et de glycogene hépatiques et I’inhibition de la synthése d’acides gras [338].
Alors pourquoi I’ablation de la VB entraine-t-elle une accumulation de lipides au foie?
Deux mécanismes pourraient étre en cause. Premiérement, I’augmentation du nombre de
cycles quotidiens empruntant la voie de la circulation entérohépatique pourrait altérer les
voies de signalisation entérohépatiques et périphériques des AB par une perte de

sensibilité de celles-ci. Cette perte de sensibilit¢ aux AB pourrait s’expliquer, entre
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autres, par une diminution du nombre de récepteurs, phénoméne appelé rétroaction
négative, qui n’a cependant jamais ¢été¢ évalué. Deuxiémement, 1’ablation de la VB
pourrait supprimer la production de facteurs hormonaux, dont le FGF15/19. Cette
hypothése est appuyée par des données préliminaires tirées d’une étude de Eren et ses
collégues rapportant une baisse des concentrations plasmatiques de FGF19 apres la

cholescystectomie chez les patients présentant une stéatose hépatique [339].

La variabilité dans la composition des dietes HFHC

La plupart des dictes enrichies de cholestérol utilisées dans les protocoles
expérimentaux contiennent de fortes teneurs en cholestérol. Les taux de cholestérol des
dietes administrées peuvent atteindre plus de dix fois celui de I’apport maximal quotidien
recommandé chez I’humain. L’utilisation de taux pharmacologiques de cholestérol en
recherche est justifiée par le fait que, jusqu’a un certain seuil, des mécanismes
compensatoires normalisent le cholestérol plasmatique. Puisque la dicte HFHC était, a
priori, un modele d’athérosclérose, les études mécanistiques et cliniques chez les
animaux ont été réalisées avec des niveaux pharmacologiques de cholestérol en vue
d’accélérer ce processus. Il est donc impératif de discuter de ce détail dans
I’interprétation des résultats des modeles de la stéatose induite par la dicte HFHC. Alors
qu’un faible apport de cholestérol alimentaire exerce peu d’influence sur le profil
lipidique, il en est tout autrement pour les lipides hépatiques. En effet, un faible
supplément de cholestérol (0,08 %) modifie peu les niveaux de cholestérol plasmatiques
alors qu’il augmente de 200 % les niveaux de cholestérol libre et de plus de 300 % les
niveaux de cholestérol ester hépatiques par rapport a une diete dépourvue de cholestérol,
et ce, indépendamment du type et de la quantité d’acides gras consommés [340]. Cette
démonstration de Lin et de ses collaborateurs indique que le cholestérol s’accumule plus
facilement au foie que dans le compartiment plasmatique. Comme le cholestérol
alimentaire est un facteur pro-inflammatoire pour le foie [341] et que I’inflammation
influence les niveaux de lipides hépatiques [342], il est important de réviser les quantités
de cholestérol utilisées dans 1’étude des mécanismes de la stéatose induite par la dicte
HFHC. Dans cette perspective, lors de notre troisiéme projet, nous avons sélectionné des

dietes avec un taux inférieur de cholestérol (0,25 % et 0,5 %) par rapport aux dictes
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HFHC administrées couramment (jusqu’a 2 %) pour induire une stéatose hépatique [1,
11, 319]. Comme nous ’avions postulé, ces faibles quantités de cholestérol ajoutées a
une diete riche en lipides augmentaient substantiellement les niveaux de lipides et de
cholestérol hépatiques. Plusieurs questions demeurent toutefois sans réponses. Quel est le
seuil de tolérance au cholestérol pour ’homéostasie des lipides hépatiques? Ce seuil de
tolérance est-il variable d’un individu a ’autre et d’une espéce a une autre? Certes, les
réponses a ces questions seront difficiles a établir chez 1’humain puisque beaucoup trop
de variables nutritionnelles peuvent biaiser les résultats d’une telle étude. Connaissant
aussi le danger potentiel du cholestérol alimentaire, les comités d’éthique ne pourraient
approuver ce genre d’études expérimentales. Un autre élément de discussion important a
souligner concernant les modeles HFHC est la présence d’acide cholique. Un supplément
d’acide cholique, un AB déja abondant au foie, est utilisé¢ dans les modeles HFHC afin de
stimuler 1’absorption intestinale du cholestérol et des lipides. Néanmoins, 1’ajout d’acide
cholique a forcément plusieurs effets sur le métabolisme et le transport des lipides et du
cholestérol. Tout d’abord, ’accélération de I’absorption du cholestérol et des lipides
augmente inévitablement le flux de ces éléments vers le foie. A long terme, un flux accru
de lipides et de cholestérol peut favoriser le développement d’une stéatose et méme d’une
inflammation du foie. De plus, il est possible qu’une administration chronique d’acide
cholique désensibilise 1’intestin a leur présence et diminue le nombre de transporteurs
pour éviter la toxicité. Dans le cas échéant, une répression des récepteurs diminuerait le
passage d’AB dans la cellule intestinale. Comme les mécanismes de régulations les plus
importants des AB sont les facteurs de transcription nucléaires, ceux-ci ne réponderaient
pas aussi bien qu’en conditions nutritionnelles normales. Méme si 1’acide cholique est
utilisé pour amplifier le développement de 1’athérosclérose et de la stéatose hépatique,
I’emploi de cet AB peut occasionner certains biais. Méme si les données issues d’études
animales ne peuvent pas étre enti¢rement transposées a 1’humain, ces modeles sont les
méthodes les plus efficaces pour étudier les mécanismes intrahépatiques de la stéatose

induite par la surconsommation de cholestérol alimentaire.
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Conclusions et perspectives

Les trois études de cette thése mettent en évidence la fonction majeure
qu’exercent les estrogeénes sur ’homéostasie des lipides hépatiques. En opposition aux
effets de ces hormones femelles, la di¢te athérogéne déreégle profondément Ie
métabolisme des lipides et du cholestérol hépatiques, et ce, de maniere plus prononcée
lors d’un déficit estrogénique. De manicre intéressante, la dicte athérogene et le retrait
des estrogeénes répriment conjointement 1’expression génique d’enzymes relatives a la
production de VLDL et a I’excrétion d’AB, deux mécanismes sous-jacents a la stéatose.
Le fait que les changements de 1’expression génique d’enzymes déterminantes de ces
voies correlent positivement avec le degré de sévérit¢ de la stéatose suggere la

contribution de ces voies dans 1’accumulation de lipides hépatiques.

Considérant 1’état actuel faible de la littérature portant sur ’effet d’une dicte
athérogéne dans le contexte du déficit estrogénique, cette thése a contribué¢ a
I’avancement des connaissances. Les cibles cellulaires des estrogeénes dans le controle du
métabolisme du cholestérol impliquent a la fois les tissus périphériques et le foie. La mise
en évidence de D’effet athérogéne de I’absence des estrogénes par des mécanismes
cellulaires et moléculaires observés dans cette thése pourrait éventuellement permettre

d’ajuster les cibles thérapeutiques.

En revanche, la présence des estrogenes ne suffit pas a contrecarrer les effets
déléteres d’une consommation chronique d’aliments athérogénes. Les données recueillies
tout au long de cette thése soulignent I’importance de limiter la consommation de
cholestérol chez les sujets atteints de stéatose, et ce, avant ou aprés la ménopause. Etant
donné les divergences existant entre les lipides plasmatiques et hépatiques, ces études
soulignent également la nécessité de poursuivre ’investigation des effets du cholestérol
et du retrait des estrogénes aux niveaux cellulaire et moléculaire. Cette démarche est
d’autant plus indispensable que [’utilisation inappropriée de molécules comme les
statines demeure parmi les pratiques les plus courantes dans le traitement de

I’hypercholestérolémie et de la stéatose hépatique.
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